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Obesity is a significant problem for public health. Obesity develops when systems 
controlling food intake and consumption are imbalanced. Many different brain areas and 
transmitters contribute to maintain energy balance. Signals that are secreted proportional 
to body´s fat storage (leptin and insulin) regulate energy balance in a long run. Hormones 
that are secreted from gastrointestinal tract control food intake in a short run. These 
hormones are for example cholecystokinin, peptide YY and ghrelin. Drug treatment for 
obesity is limited because effective drugs are lacking. The only drug to treat obesity in 
Europe is orlistat but it´s effectiveness is modest. The development for new antiobesity 
drugs has been busy. Problems in drug development have however delayed drugs in the 
market.  
 
The aim of this study was to develop a method with which we could measure how much 
food zebrafish (Danio rerio) has been eaten and to study how different drugs affect feeding 
behavior of the zebrafish. The purpose was also to do high throughput screening of 
antiobesity drug with this method and to study how genes affect feeding. The amount of 
food that zebrafish ate was able to be measured by utilizing fluorescent rotifers as fish´s 
food. Drugs that are known to affect feeding (fluoxetine and rimonabant) reduced the 
amount of food zebrafish ate when measurement was done in 6-well plate and with two 
hours feeding. Sibutramine did not affect food intake, although it has been shown to 
reduce food intake in zebrafish in another study. The effect of gene knock down was also 
studied with morpholino oligonucleotides. MANF, th2 or galanin gene knock down did not 
affect food intake in zebrafish. The conclusion is that the new method is well suited for 
food intake measurements and drug effectiveness studies. The method can not be used in 
high throughput screening because results can not be analyzed by a plate reader and the 
feeding can not be done in 96-well plate.  
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Tämän pro gradu –tutkielma koostuu kahdesta osiosta, kirjallisuuskatsauksesta ja 
kokeellisesta tutkimuksesta. Kirjallisuuskatsauksen tarkoituksena on selventää 
ruokahalun monimutkaista säätelyä ja lihavuuden lääkehoitoa. Katsauksessa käsitellään 
ruokahalun säätelyä sekä keskushermoston osalta että ruoansulatuskanavan toiminnan 
kannalta. Lihavuuden lääkehoidossa esitellään markkinoilta jo poistuneita valmisteita, 
tämänhetkiset lääkehoitomahdollisuudet ja uusia kehitteillä olevia lääkeaineita.  
 
Työn kokeellinen osa käsittää seeprakaloilla tehdyn tutkimuksen, jonka tarkoituksena 
oli kehittää uusi menetelmä syötävän ruoan määrään vaikuttavien lääkeaineiden 
tehoseulontaan. Tutkimuksessa määritettiin seeprakalan syömä ruokamäärä 
fluoresenssia hyödyntäen ja annosteltiin useita ruokahaluun vaikuttavia lääkeaineita. 
Tutkimusasetelman lähtökohtana oli nykyisten lääkehoitojen rajallisuus ja 
tehoseulontamenetelmien kalleus. Seeprakalan käyttö mahdollistaa nopean ja tehokkaan 
seulonnan verrattuna esimerkiksi hiirillä toteutettuihin seulontoihin. Osion aluksi 
käsitellään aiheeseen liittyvää kirjallisuutta ja tutkimuksen tavoitteet. Tämän jälkeen 
esitellään varsinainen tutkimus, käytetyt materiaalit ja menetelmät, tulokset sekä niiden 










Useimmilla yksilöillä syödyn ruoan määrä ja koostumus vaihtelevat paljon päivästä 
toiseen (Edholm ym. 1955). Tunteet, sosiaaliset tekijät, ajankohta ja hinta vaikuttavat 
ateriaan ja siten myös siitä saatavaan energiamäärään, vaikka nämä tekijät eivät olekaan 
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biologisesti säädeltävissä. Vaikka jokaisen aterian energiamäärä ei ole sama, pitkällä 
aikavälillä energian saanti sovitetaan energian kulutukseen, jotta energiatasapaino 
kehossa säilyy. 
 
Ruokahalun säätelyä on vuosikymmeniä tutkittu kahden mallin mukaisesti (Woods ym. 
1998). Konseptiltaan yksinkertaisemman mallin mukaan kehossa välittömästi saatavilla 
olevan energian määrää voidaan tarkkailla jatkuvasti ja alhaiset parametrit, kuten veren 
glukoosipitoisuus, laukaisevat aterian aloituksen (Mayer ja Thomas 1967). Ateria 
päättyy, kun parametrit ovat saavuttaneet normaalin tason. Mallin esittämät parametrit 
korreloivat hyvin energian saannin kannalta, mutta huonosti energian kulutuksen 
kanssa. Malli ei siis selitä sitä, miten energian saanti sovitetaan yhteen energian 
kulutuksen kanssa. 
 
Toinen esitetty malli linkittää ruoan kulutuksen kehon rasvavaraston määrään (Kennedy 
1953). Tämän mallin mukaan rasvakudoksesta erittyvät signaalit säätelevät ruoan 
kulutusta yhdessä muiden signaalien kanssa. Ruokailun aloitus ei siis välttämättä riipu 
välittömästä energian tarpeesta, vaan se voi riippua esimerkiksi sosiaalisista tekijöistä, 
ajankohdasta tai opituista assosiaatioista (Woods ja Strubbe 1994). Sama pätee aterian 
lopetukseen. Eläimet syövät siis silloin, kun ympäristö sen mahdollistaa ja 
energiavarastojen ylläpitämiseksi aterian kokoa säädellään tarkoituksenmukaisesti. 
Energiavarastojen ehtyminen kasvattaa ruoan kulutusta ja kulutuksen kasvu tapahtuu 
ensisijaisesti kasvattamalla aterian kokoa (Strubbe ja Gorissen 1980). Kun 
energiavarastot ovat tyhjentyneet huomattavasti, myös aterioiden määrää kasvatetaan. 
 
Ateriarytmiä muokataan jatkuvasti muuttuvissa olosuhteissa, jotta pitkäaikainen 
energiatasapaino säilyy (Woods ja Strubbe 1994). Joustavuuden taustalla vaikuttavat 
ruokailua säätelevät tekijät, jotka varmistavat riittävän energian saannin. Nämä 
kylläisyystekijöiksi nimetyt tekijät kertyvät aterian aikana ja päättävät aterioinnin, kun 
energian saanti on saavuttanut halutun tason. Kolekystokiniini (CCK) on yksi 
ruoansulatuskanavasta erittyvistä peptideistä, joka ennen ruokailua annettuna vähentää 
annosriippuvaisesti aterian kokoa (Gibbs ym. 1973). Kylläisyystekijät vaikuttavat 
yksittäisen aterian kokoon, mutta niiden toistuvakaan anto ei muuta kehon painoa. 
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Esimerkiksi CCK-8 vähentää aterian kokoa rotilla, kun se annetaan ruokailun alussa, 
mutta eläimet kompensoivat tilanteen syömällä enemmän aterioita ja siten ylläpitävät 
kehon painoa (West ym. 1984). Suhteessa rasvakudoksen määrään erittyvät signaalit 
vaikuttavat sen sijaan kehon painoon. Näiden pitkäaikaisten rasvakudoksen signaalien 
ja kylläisyystekijöiden yhteisvaikutus yhdistää ruoan kulutuksen energiatasapainon 
säilyttämiseen. Kehon painoa säädellään anabolisen ja katabolisen reitin kautta (kuva 1) 
(Woods ym. 1998). Keskushermosto ja rasvakudoksen signaalit ovat säätelyjärjestelmän 
kriittisiä osia. Anabolinen reitti sisältää sellaiset keskushermoston osat, jotka 
stimuloivat ruoan kulutusta ja edistävät painon lisäystä (esimerkiksi neuropeptidi Y- 
akseli). Katabolisen reitin muodostavat ne osat, jotka vähentävät ruoan kulutusta ja 
edistävät painon pudotusta (esimerkiksi melanokortiini- akseli). Hormonit, jotka 
erittyvät rasvakudoksesta, estävät sentraalista anabolista reittiä ja aktivoivat sentraalista 




Kuva 1. Energiatasapainon säätely yleisesti. Energiatasapainoa säädellään anabolisen ja 
katabolisen reitin kautta. Leptiiniä ja insuliinia erittyy suhteessa kehon rasvavarastojen 
kokoon. Negatiivisen energiatasapainon aikana rasvavarastojen koko pienenee, jolloin 
leptiinin ja insuliinin eritys vähenee. Tällöin aivoissa katabolisen reitin hermosolujen 
toiminta estyy ja anabolisen reitin hermosolut aktivoituvat, mikä suosii ruoan 
kulutuksen kasvua. Tilanne on päinvastainen, kun energiatasapaino on positiivinen ja 
suurentunut rasvakudoksen määrä lisää leptiinin ja insuliinin eritystä. Tällöin 
katabolisen reitin hermosolut aktivoituvat ja anabolisen reitin hermosolujen toiminta 
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Taulukko 1. Syömiseen vaikuttavat sentraaliset signaalit. 
Syömistä lisäävät Syömistä vähentävät 
Neuropeptidi Y Leptiini 
Agouti-sukuinen peptidi Insuliini 
Dopamiini α-melanosyyttejä stimuloiva hormoni 
Noradrenaliini (α2-reseptori) Serotoniini 
Oreksiinit Noradrenaliini (α1-reseptori) 
Melaniinia konsentroiva hormoni CART-neuropeptidi 
 
 
Kennedyn (1953) hypoteesi takaisinkytkennästä vaikutti ylipainon ja lihavuuden syiden 
ymmärtämiseen ja painon kertymisen todettiin johtuvan ruokahalua säätelevien 
järjestelmien häiriötilasta. Energiansaannin rajoittuessa paino putoaa, joka johtaa 
homeostaattiseen sopeutumiseen sekä normaalipainoisilla että lihavilla yksilöillä 
(Leibel ym. 1995). Tämän perusteella voidaan todeta, että elimistö puolustaa 
suurentunutta painoa ja, että lihavuutta lisäävien ympäristötekijöiden ja homeostaattisen 
säätelyjärjestelmän haitallinen yhteisvaikutus edesauttaa lihavuuden kehittymistä.  
 
2.2 Hypotalamus ruokahalun säätelyssä 
 
Hypotalamuksen alueella on monia tumakkeita, joiden tehtävä on säädellä muun 
muassa energiatasapainoa (Woods ym. 1998). Tiettyjen tumakkeiden stimulaatio 
aiheuttaa ruoan kulutuksen ja energian varastoinnin lisääntymistä (anaboliset 
järjestelmät) ja toisten tumakkeiden stimulaatio aiheuttaa ruoan kulutuksen ja energian 
varastoinnin vähenemisen (kataboliset järjestelmät). Hypotalamus on tärkein aivojen 
alue, joka säätelee ruoan kulutusta ja kehon painoa, sillä leesio hypotalamuksen alueelle 
aiheuttaa hyperfagiaa ja lihavuutta nopeasti leikkauksen jälkeen (Brobeck ym. 1943). 
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Arcuate tumake sijaitsee kolmannen aivokammion vieressä ja koostuu kokoelmasta 
hermosolujen soomaosia. Neuropeptidi Y (NPY) ja agoutin-sukuinen peptidi (AgRP) 
ilmenevät yhdessä arcuate tumakkeen hermosoluissa (Hahn ym. 1998). Myös pro-
opiomelanokortiini (POMC) ja CART (cocaine- and amphetamine-regulated transcript) 
ilmentyvät erillisessä, mutta läheisessä hermosolujoukossa arcuate tumakkeen alueella 
(Elias ym. 1998). Eri hermosolujoukoilla on hyvin spesifiset roolit energiatasapainon 
säätelyssä. NPY/AgRP- ja POMC/CART-hermosolut ilmentävät leptiinireseptoreja ja 
leptiini säätelee molempien hermosolujoukkojen toimintaa, mutta vastakkaisilla 
vaikutuksilla (Cheung ym. 1997; Baskin ym. 1999a). Leptiini estää NPY/AgRP-
hermosolujen toimintaa ja aktivoi POMC/CART–hermosoluja. Myös 
insuliinireseptoreja on löydetty arcuate tumakkeesta (Havrankova ym. 1978). Insuliinin 
on leptiinin tavoin todettu estävän NPY/AgRP-hermosolujen toimintaa ja aktivoivan 
POMC/CART-hermosoluja (Schwartz ym. 1991; Benoit ym. 2002). 
 
Arcuate tumakkeen alueelta lähtevät hermoradat menevät hypotalamuksen alueen 
paraventrikulaariseen tumakkeeseen (PVN), perifornikaaliselle hypotalaamiselle 
alueelle (PeF) ja lateraaliseen hypotalamukseen (LHA) (Van Dijk ym. 1996; Elmquist 
ym. 1997). Myös paraventrikulaari- (PVH), ventromediaali- (VMH) ja 
dorsomediaalihypotalamus ovat tärkeitä aivoalueita syömiskäyttäytymisen kannalta 
(kuva 2) (Elmquist ym. 1998). Paraventrikulaarisen tumakkeen on todettu olevan tärkeä 
osa syömisen säätelyä, sillä leesio kyseisellä alueella lisää ruoan kulutusta ja aiheuttaa 
lihavuutta (Gold 1973). PVN sisältää hermosoluja, jotka hermottavat suoraan 
parasympaattisia ja sympaattisia preganglionaarisia hermosoluja selkäytimen alueella 
(Saper ym. 1976). Näiden hermoratojen avulla hypotalamuksesta on suora yhteys 
autonomiseen hermostoon. Lateraalisen hypotalamuksen leesiot vähentävät ruoan 
kulutusta ja kehon painoa (Anand ja Brobeck 1951). LHA sisältää hermosoluja, jotka 
hermottavat esimerkiksi selkäydintä, keskiaivoja ja väliaivoja. Näiden hermoratojen 
joukossa on hermosoluja, jotka sisältävät melaniinia konsentroivaa hormonia (MCH) 
(Bittencourt ym. 1992). Oreksiinit ovat toinen lateraalisen hypotalamuksen alueella 
esiintyvä peptidiperhe (Sakurai ym. 1998). Oreksiinien injektio aivokammioihin lisää 




Kuva 2. Yksinkertaistettu kuva mediaalisen hypotalamuksen alueen tumakkeista, jotka 
vaikuttavat ruokahalun säätelyyn. Ruokahalua säätelevät signaalit, kuten leptiini, 
yhdistävät energiatasapainon säätelyn muihin fysiologisiin säätelymekanismeihin, kuten 
ruumiinlämmön säätelyyn. ARC = arcuate tumake, DMH = dorsomediaalinen 
hypotalamus, NTS = tractus solitarius tumake, POA = preoptinen alue, PVH = 
paraventrikulaarihypotalamus (mukailtu Myers ym. 2009). 
 
 
2.3 Rasvakudoksen määrän suhteen erittyvät signaalit 
 
Historiallisesti rasvakudoksen signaalien toimintaa on tutkittu parabioottisilla eläimillä, 
joiden verenkierto on yhdistetty osittain (Coleman 1973). Rasvakudoksen signaalien on 
todettu vaikuttavan merkittävästi hiirten painoon, kun kaksi eri painoista hiirtä on 
yhdistetty toisiinsa. Peptidit, jotka erittyvät rasvakudoksen määrän suhteen ja siirtyvät 
verenkierron välityksellä aivoihin, ovat luotettavia energiavarastojen koosta viestiviä 
signaaleja. Tutkituimmat signaalit ovat leptiini ja insuliini. Ne ovat ainoat molekyylit, 
joiden on todettu täyttävän rasvakudoksen signaaleille ehdotetut kriteerit. Molemmat 
hormonit erittyvät suhteessa kehon rasvavarastojen määrään ja pääsevät 
keskushermostoon suhteessa plasmapitoisuuksiin (Bagdade ym. 1967; Baura ym. 1993; 
Considine ym. 1996; Schwartz ym. 1996a). Leptiini- ja insuliinireseptoreita löytyy 
myös aivoalueilta, jotka ovat yhteydessä energiansaantiin ja molempien hormonien 
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annostelu aivokammioihin vähentää syödyn ruoan määrää (Woods ym. 1979; Baskin 




Rasvakudoksen adiposyytit erittävät leptiiniä suorassa suhteessa rasvakudoksen 
määrään, jolloin rasvakudoksen kasvu lisää leptiinin määrää ja syödyn ruoan määrä 
vähenee (Considine ym. 1996). Tästä johtuen mutaatiot leptiiniä tai sen reseptoria 
koodaavissa geeneissä aiheuttavat vakavaa lihavuutta (Montague ym. 1997). Hiiret, 
joilla leptiinimolekyyli on inaktiivinen (ob/ob-hiiret) ovat lihavia, mutta leptiinin 
antaminen hiirille vähentää lihavuutta (Zhang ym. 1994). Myös hiiret, joilla 
leptiinireseptori on toimimaton (db/db-hiiret), ovat lihavia (Tartaglia ym. 1995). 
Leptiinin annon on todettu pudottavan kehon painoa myös rotilla ja painon pudotus 
näyttää johtuvan kokonaan rasvan määrän vähenemisestä (Chen ym. 1996). Leptiini 
lisää sympaattisen hermoston aktiivisuutta ja näyttää siten lisäävän 
perusaineenvaihduntaa ja vähentävän ruoan kulutusta (Haynes ym. 1997). 
 
Verenkierrossa oleva leptiini kuljetetaan aivoveriesteen läpi aivoihin (Banks ym. 1996). 
Leptiinireseptoreja (LepR) on eri puolilla aivoja, muun muassa arcuate tumakkeessa ja 
muissa ventraalisen hypotalamuksen tumakkeissa (Baskin ym. 1999b). Arcuate 
tumakkeessa kahdenlaiset hermosolujoukot ilmentävät leptiinireseptoria, POMC:a 
ilmentävät hermosolut, joita leptiini aktivoi ja NPY:tä ja AgRP:tä ilmentävät 
hermosolut, joita leptiini inhiboi (kuva 3) (Mercer ym. 1996; Thornton ym. 1997). 
NPY/AgRP–hermosolujen aktiivisuus kasvaa, kun leptiinitasot ovat matalalla. Vaikutus 
välittyy lisääntyneen NPY-geenin ilmentymisen kautta arcuate tumakkeessa ja 
lisääntyneenä NPY:n vapautumisena paraventrikulaarisessa tumakkeessa (Sahu ym. 
1988). POMC/CART-hermosoluja leptiini siis aktivoi, mutta samalla viereiset 
NPY/AgRP-hermosolut estävät kyseisten hermosolujen toimintaa tuottamalla 
inhibitorista gamma-aminovoihappoa (GABA) (Cowley ym. 2001). Painon pudotus 
aktivoi siis NPY/AgRP-hermosoluja ja estää POMC-hermosoluja. Tällöin 
hermoverkkojen toiminta suosii syömisen lisäämistä ja palautuminen painon 
pudotuksesta on mahdollista. Kun rasvakudoksen määrä kasvaa, tilanne on 
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päinvastainen. Tällöin NPY/AgRP–hermosolujen aktiivisuus vähenee ja 
POMC/CART–hermosolujen aktiivisuus kasvaa, joka johtaa ruoan kulutuksen 




Kuva 3. Ruokahalun säätely hypotalamuksessa. A. Leptiinin ja insuliinin vähentynyt 
eritys aktivoi arcuate tumakkeen NPY/AgRP-hermosoluja ja estää POMC-hermosolujen 
toimintaa. NPY/AgRP:n lisääntynyt vapautuminen lisää ruoan kulutusta yksinään ja 
estää lisäksi α-MSH:n sitoutumisen melanokortiinireseptoreihin, mikä vähentää 
melanokortiinijärjestelmän aktiivisuutta. Nämä vaikutukset lisäävät ruoan kulutusta ja 
altistavat lihavuudelle. B. Leptiinin ja insuliinin eritys lisääntyy, kun rasvakudoksen 
määrä kasvaa. Tällöin NPY/AgRP-hermosolujen aktiivisuus vähenee ja POMC-
hermosolut aktivoituvat. NPY/AgRP:n eritys vähenee, joka vähentää ruoan kulutusta. 
AgRP:n melanokortiinijärjestelmää estävä vaikutus poistuu, joka osaltaan vähentää 
ruoan kulutusta (mukailtu Schwartz ym. 2000). 
 
 
Vaikka hiirikokeissa lihavuus on yhdistetty leptiinin tai sen reseptorin puutteelliseen 
toimintaan, yleisimmät lihavuuden muodot ihmisillä ovat yhteydessä suurentuneisiin 
plasman leptiinitasoihin (Considine ym. 1996). Voidaan siis puhua leptiiniresistenssistä, 
sillä ruoan kulutus yksilöillä on yleensä normaali tai hieman kasvanut. Monia 
mahdollisia mekanismeja selittämään leptiiniresistenssin syntyä on kuvattu (Halaas ym. 
1997). On ehdotettu, että resistenssi johtuu heikentyneestä leptiinin kuljetuksesta veri-
aivoesteen läpi tai leptiinireseptorin puutteellisesta toiminnasta. Resistenssin takia 
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leptiiniterapia on tehoton ihmisten yleisimpien lihavuuden muotojen hoidossa 




Insuliini toimii kehossa glukoositasapainon pääasiallisena säätelijänä, sillä insuliinin 
eritys haimasta riippuu verenkierrossa olevan glukoosin määrästä (Grodsky ym. 1963). 
Haiman beetasolut reagoivat glukoosiin suhteessa kehon rasvavarastoihin (Polonsky 
ym. 1988a; Polonsky ym. 1988b). Tällöin lihavampi yksilö erittää suhteessa enemmän 
insuliinia glukoositasojen noustessa kuin laihempi yksilö. Insuliinia pääsee aivoihin 
aktiivisen kuljetuksen avulla (Baura ym. 1993). Insuliinireseptoreita löytyy ruokahalun 
säätelyn kannalta tärkeiltä aivoalueilta, kuten ventraalisesta hypotalamuksesta ja arcuate 
tumakkeesta (Van Houten ym. 1980; Corp ym. 1986). Kun insuliinia annostellaan 
suoraan aivoihin, esimerkiksi arcuate tumakkeeseen tai viereiseen kolmanteen 
aivokammioon, eläimet syövät vähemmän kuin normaalisti ja laihtuvat (Plata-Salamán 
ja Oomura 1986; Plata-Salamán ym. 1986; McGowan ym. 1990). 
 
2.4 Säätelijäpeptidit ja -järjestelmät 
 
2.4.1 Neuropeptidi Y 
 
Neuropeptidi Y on laajalti aivossa esiintyvä välittäjäaine, joka on yksi 
hypotalamuksesta arcuate tumakkeeseen johtuvan reitin anabolisista neuropeptideistä 
(O’Donohue ym. 1985). Arcuate tumakkeesta paraventrikulaarisen tumakkeen alueelle 
johtuvat hermosolut ovat tärkeitä energiatasapainon kannalta. NPY:n injektio suoraan 
rotan aivokammioihin tai hypotalamukseen stimuloi ruoan kulutusta ja vähentää 
energian kulutusta (Billington ym. 1991; Glenn ym. 1986). Paraventrikulaarinen tumake 
on herkin alue NPY:n vaikutuksille, sillä siellä NPY:n reseptoreja (Y1 ja Y5) on 
runsaasti (Gerald ym. 1996; Broberger ym. 1997). Jatkuva tai toistuva NPY:n anto 
johtaa helposti lihavuuteen (Billington ym. 1991). Sympaattisen hermoston aktiivisuus 
vähenee NPY:n annon seurauksena, jolloin energian kulutus ruskeassa rasvakudoksessa 
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(tehostaa lämmöntuotantoa) vähenee ja samalla valkoisen rasvakudoksen lipogeneesiin 
tarvittavien entsyymien ilmentyminen lisääntyy. On esitetty, että leptiinin puutoksen 
aikaansaamat vaikutukset vaativat NPY välitteistä signalointia, sillä leptiini estää NPY-
geenin ilmentymistä arcuate tumakkeessa ja NPY:n toiminnan esto vähentää lihavuutta 
ob/ob-hiirissä (Stephens ym. 1995; Erickson ym. 1996a; Schwartz ym. 1996c). 
Insuliinin pienentynyt määrä lisää NPY:n synteesiä ja vapautumista hypotalamuksessa 
(Williams ym. 1989). Tämä vaikutus voidaan poistaa annostelemalla insuliinia 
systeemisesti tai suoraan aivoihin (Sipols ym. 1995). Yllättäen hiirillä, joilta NPY 
puuttuu, on normaali syömiskäyttäytyminen (Erickson ym. 1996b). Leptiinin anto näille 
hiirille vähentää kuitenkin syödyn ruoan määrää enemmän kuin normaaleilla hiirillä. 
Myös paasto vähentää syödyn ruoan määrää kontrollihiiriin verrattuna, joten voidaan 
todeta, että NPY on olennainen osa energiatasapainon säätelyä (Bannon ym. 2000). 
 
2.4.2 Melanokortiinijärjestelmä ja pro-opiomelanokortiini 
 
Melanokortiinit ovat peptidejä, jotka pilkkoutuvat pro-
opiomelanokortiiniprekursoripolypeptidistä (Smith ja Funder 1988). POMC peptidistä 
pilkkoutuvia yhdisteitä ovat muun muassa adrenokortikotropiini (ACTH) ja α-, β- ja γ-
melanosyyttejä stimuloivat hormonit (MSH). POMC-geeni ilmentyy erityisesti 
aivolisäkkeen alueella, mutta myös hypotalamuksen, istukan, maksan ja munuaisten 
alueella. Arcuate tumakkeen alueelta lähtee hermoratoja tärkeille energiatasapainoa 
sääteleville alueille, kuten paraventrikulaarisen tumakkeen alueelle (Kiss ym. 1984). 
Näillä aivoalueilla ilmentyy melanokortiinireseptoreja ja erityisesti 
melanokortiinireseptori 3:a ja 4:ää (Mc3 ja Mc4). Melanokortiinireseptoriagonistit 
vähentävät syödyn ruoan määrää, kun taas antagonisteilla on vastakkainen vaikutus 
(Fan ym. 1997). Voimakkaimmin ruoan kulutuksen säätelyyn osallistuva endogeeninen 
melanokortiini on α-melanosyyttiä stimuloiva hormoni (α-MSH), joka sitoutuu Mc3- ja 
Mc4-reseptoreihin (Schiöt ym. 1997). POMC-hermosolut ovat yksi leptiinin 
vaikutuksen kohteista keskushermostossa, sillä leptiinireseptoreita ilmentyy POMC-
hermosoluissa ja leptiinin määrän väheneminen vähentää myös POMC:n lähetti-RNA:n 
määrää arcuate tumakkeessa (Cheung ym. 1997; Schwartz ym. 1997; Thornton ym. 
1997). Agouti-peptidiä ilmentyy normaalisti vain ihossa, jossa se toimii Mc1-
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reseptorien antagonistina ja määrittää hiiren turkin värin (Cone ym. 1996). Agouti-
hiiret, joilla agouti-peptidiä ilmentyy kaikkialla elimistössä, ovat lihavia, sillä agouti-
peptidin tuotanto aivoissa estää Mc3- ja Mc4-reseptorien toimintaa. Arcuate tumakkeen 
hermosolujen tuottama agouti-sukuinen peptidi on sekvenssiltään homologinen agoutin 
kanssa ja se toimii Mc3- ja Mc4-reseptorien antagonistina (Graham ym. 1997; Ollman 




CART-hermosolut ovat yksi leptiinin vaikutuksen kohteista (Douglass ym. 1995). 
CART-hermosoluja on koko keskushermoston alueella, muun muassa arcuate 
tumakkeen alueella (Koylu ym. 1997). Leptiinin määrän pieneneminen johtaa CART:n 
lähetti-RNA:n määrän vähenemiseen ja tämä vaikutus voidaan poistaa annostelemalla 
leptiiniä (Kristensen ym. 1998). CART-peptidien injektio aivokammioihin vähentää 
syömistä, myös silloin, kun lisääntynyt syöminen on aikaansaatu NPY:n injektiolla. 
Vastakkainen vaikutus saadaan aikaan injektoimalla CART-peptidien vaikutusta estäviä 
vasta-aineita (Lambert ym. 1998). 
 
2.4.4 Oreksiinit A ja B 
 
Oreksiinit A ja B pilkkoutuvat samasta prekursoripeptidistä proteolyyttisellä prosessilla 
ja sitoutuvat sekä aktivoivat kahta G-proteiinikytkentäistä reseptoria (OX1 ja OX2) 
(Sakurai ym. 1998). Pre-pro-oreksiinin lähetti-RNA:ta löytyy lateraalisen 
hypotalamuksen alueelta rotan aivoissa, josta lähtee hermoratoja muun muassa VTA:n 
(ventral tegmental area) alueelle (Fadel ja Deutch 2002). VTA:n alue on kriittinen muun 
muassa ruoan palkitsevan vaikutuksen kannalta (Fibiger ym. 1987). Sentraalinen 
oreksiinien anto suoraan rotan aivoihin stimuloi ruoan kulutusta ja pre-pro-oreksiiniin 
lähetti-RNA:n määrä kasvaa paaston aikana (Sakurai ym. 1998). Ruoan kulutusta 
stimuloiva vaikutus on kuitenkin pienempi kuin NPY:n, mutta samansuuntainen kuin 
melanokortiineja stimuloivilla hormoneilla (Edwards ym. 1999). Oreksiinien 
ruokahalua stimuloivan vaikutuksen vähäisyys kielii siitä, että oreksiinien pääasiallinen 
vaikutus keskushermostossa on muu kuin ruokahalun säätely. Niiden onkin todettu 
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vaikuttavan heräämiseen ja unirytmiin, sillä oreksiini hermosolujen puutos tai mutaatio 
OX2 reseptorissa aiheuttaa narkolepsiaa (Chemelli ym. 1999; Lin ym. 1999). 
 
2.4.5 Melaniinia konsentroiva hormoni 
 
Melaniinia konsentroiva hormoni on neuropeptidi, jota syntetisoidaan tärkeillä 
ruokahalua säätelevillä alueilla, kuten hypotalamuksessa (Bittencourt ym. 1992). 
MCH:n injektio aivoihin stimuloi ruoan kulutusta rotilla ja jatkuva infuusio hiirillä 
johtaa lihavuuteen (Qu ym. 1996; Gomori ym. 2003). Transgeeniset hiiret, jotka 
yliekspressoivat MCH:ta lateraalisen hypotalamuksen alueella, ovat lihavia ja alttiita 
insuliiniresistenssille (Ludwig ym. 2001). Hiiret, joilta MCH taas puuttuu, syövät 
vähemmän kuin normaalisti ja ovat laihoja (Shimada ym. 1998). MCH:n vaikutuksia 
välittäviä reseptoreja on kaksi, MCHR1 ja MCHR2 (Chambers 1999; Sailer ym. 2001). 
MCHR1:n on todettu välittävän MCH:n ruokahalua lisääviä vaikutuksia, sillä reseptorin 
suhteen poistogeeniset hiiret ovat laihoja, niiden metabolia on lisääntynyt ja ne ovat 
resistenttejä ruokavalion aikaansaamaa lihavuutta kohtaan (Marsh ym. 2002; Kokkotou 
ym. 2005). MCHR2:n tarkkaa osallisuutta ruokahalun säätelyssä ei ole selvitetty, mutta 
koska se ilmentyy aivoissa samoilla ruokahalua säätelevillä alueilla kuin MCHR1, 




Endokannabinoidit syntetisoidaan solukalvon fosfolipideistä (anandamidi) tai 
triglyserideistä (2-arakidonyyliglyseroli) (Devane ja Axelrod 1994; Bisogno ym. 1997). 
Syntetisoidut endokannabinoidit vapautetaan välittömästi synapsirakoon, jolloin ne 
aktivoivat lähisolujen G-proteiinikytkentäisiä kannabinoidireseptoreja (CB1 ja CB2). 
CB1-reseptoria esiintyy pääasiassa keskushermostossa, erityisesti etuaivokuoren, 
hippokampuksen, tyvitumakkeiden ja pikkuaivojen alueella (Herkenham ym. 1990). 
CB1-reseptoreiden aktivaatio vähentää glutamaatin vapautumista striatumissa ja 
GABA:n vapautumista hippokampuksessa (Hoffman ja Lupica 2000; Gerdeman ja 
Lovinger 2001). Endokannabinoidireseptoreja löytyy myös limbisen järjestelmän 
alueelta ja endokannabinoidien onkin todettu vaikuttavan ahdistuneisuuteen ja 
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masennukseen (Patel ja Hillard 2009). Toisin kuin CB1-reseptoria, CB2-reseptoria ei 
esiinny keskushermostossa, vaan sitä löytyy lähinnä immuunijärjestelmän kudoksissa 
(Munro ym. 1993). 
 
Endokannabinoidijärjestelmällä on tärkeä rooli aivoalueilla, jotka säätelevät ruokahalua 
ja ruoan palkitsevaa vaikutusta (Kirkham ym. 2002). Endokannabinoidien määrä 
esimerkiksi hypotalamuksessa vaihtelee ravitsemustilanteen mukaan. 2-
arakidonyyliglyserolin määrä kasvaa paaston aikana ja vähenee ruokailun jälkeen. CB1- 
agonistien antaminen systeemisesti tai suoraan hypotalamukseen aikaansaa 
lyhytaikaisen stimuloivan vaikutuksen ruokahalussa (Williams ja Kirkham 1999; 
Jamshidi ja Taylor 2001). Antagonisteilla vaikutus on päinvastainen. Tämä osoittaa 
CB1-reseptorin osallisuuden ruokahalun säätelyssä. Endokannabinoidien on oletettu 
olevan ruoan palkitsevan vaikutuksen takana, sillä rimonabantin (selektiivinen CB1-
reseptorin antagonisti) on todettu vähentävän erityisen makean aineen, kuten 
sakkaroosiliuoksen, kulutusta rotilla (Higgs ym. 2003). Rimonabantti mahdollisesti 
vähentää palkitsevan ruoan vaikutuksesta lisääntyvää dopamiinin määrää 
mesolimbisellä aivoalueella (Melis ym. 2007). Endokannabinoidit stimuloivat makean 
ruoan syömistä todennäköisesti parabrakiaalisessa tumakkeessa, koska 2-
arakidonyyliglyseroli-injektio kyseiselle aivoalueelle lisäsi korkeaenergisen ruoan 
kulutusta rotilla (DiPatrizio ja Simansky 2008). Endokannabinoidijärjestelmä 
vuorovaikuttaa muiden energiatasapainoon vaikuttavien hormonien, välittäjäaineiden ja 
neuropeptidien kanssa. Esimerkiksi leptiinin anto vähentää endokannabinoidien määrää 
hypotalamuksessa ja puutteellinen leptiinijärjestelmän toiminta on yhteydessä 
suurentuneisiin endokannabinoiditasoihin hypotalamuksessa (Di Marzo ym. 2001; 
Thanos ym. 2008a). Lisäksi on todettu, että endokannabinoidijärjestelmän epänormaali 
toiminta lihavuuden aikana korreloi vatsansisäisen rasvan määrän kasvamisen kanssa 
(Blüher ym. 2006). Endokannabinoidijärjestelmällä on siis olennainen rooli ruokahalun 
säätelyssä ja on viitteitä siitä, että endokannabinoidijärjestelmän yliaktivaatio on 
osasyyllinen lihavuuden kehittymisessä (Di Marzo ym. 2001). 
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Aivojen noradrenergisten hermosolujen soomaosat sijaitsevat aivosillan ja aivorungon 
alueilla, josta noradrenergiset radat lähtevät muun muassa hypotalamukseen, 
talamukseen ja aivokuorelle (Moore ja Bloom 1979). Noradrenergiset hermosolut ovat 
tärkeitä esimerkiksi aivojen palkitsemismekanismien ja mielialan säätelyssä. Osassa 
esimerkiksi paraventrikulaariseen tumakkeeseen tulevien noradrenergisten ratojen 
hermosoluja noradrenaliini lokalisoituu NPY:n kanssa samoissa hermosoluissa 
(Sawchenko ym. 1985). Noradrenaliini-injektiolla paraventrikulaariseen tumakkeeseen 
on samanlainen vaikutus syödyn ruoan määrään kuin NPY:llä eli syödyn ruoan määrää 
kasvaa (Leibowitz ym. 1984). Toistuvat injektiot voivatkin johtaa huomattavaan 
painonnousuun. Tämä vaikutus välittynee α2-reseptorien kautta, sillä näiden reseptorien 
stimulaatio lisää ruoan kulutusta (Ramos ym. 2005). α1- ja β2-reseptorien stimulaatio 
taas vähentää ruoan kulutusta. Lihavilla ob/ob-hiirillä on todettu kohonneita 
noradrenaliinitasoja paraventrikulaarisessa tumakkeessa, joten leptiini voi estää 
noradrenaliinin vapautumista (Oltmans 1983; Brunetti ym. 1999). Suurentunut 
noradrenaliinipitoisuus voi olla siis osasyyllinen lihavuuden kehittymisessä, kun 




Dopaminergisiä soluja on erityisesti substantia nigran ja tegmentumin alueella (Smith ja 
Kieval 2000). Tältä alueelta lähtevät dopaminergiset radat suuntautuvat esimerkiksi 
striatumiin ja aivojen kuorikerroksiin. Normaali syömiskäyttäytyminen vaatii riittävän 
korkean dopamiinin määrän keskushermostossa, sillä jos dopamiinin määrää 
vähennetään joko farmakologisesti tai geneettisesti, eläimillä esiintyy vaikeita ongelmia 
syömisessä (Salamone ym. 1993; Szczypka ym. 1999). Syömisen väheneminen voi 
tosin johtua myös motoriikan heikkenemisestä, eikä näin ollen voida sanoa, että 
syömisen väheneminen johtuu yksinomaan ruokahalun vähenemisestä. Dopamiinin 
vaikutukset syömiseen välittyvät eri tavoin eri aivoalueilla. Mesolimbinen 
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dopamiinirata näyttää olevan mukana maittavan ruoan palkitsevan vaikutuksen 
synnyssä (Pothos ym. 1995). Toisaalta hypotalamuksessa dopamiini näyttäisi hillitsevän 
ruokahalua. Lihavilla ob/ob-hiirillä dopamiinin määrä arcuate tumakkeessa on 
vähentynyt, joten pienentynyt dopamiinin määrä saattaa vaikuttaa lihavuuden 




Serotoniinia muodostavien hermosolujen soomaosat sijaitsevat keskiaivoissa ja 
aivorungon alueella, joista serotonergiset hermoradat lähtevät eri puolille aivoja ja 
selkäydintä (Törk 1990). Serotoniinin vapautumisen stimulaatio vähentää ja 
vapautumisen estäminen lisää ruoan kulutusta. Erityisesti 5-HT2C- ja 5-HT1B-reseptorit 
välittävät näitä vaikutuksia. 5HT2C–reseptorin poisto lisää ruoan kulutusta ja kehon 
painoa (Nonogaki ym. 1998). Reseptorin aktivaatio taas edistää α-MSH:n vapautumista, 
jolloin ruoan kulutus vähenee (Tiligada ja Wilson 1989). 5-HT1B-reseptorien aktivaatio 
estää AgRP:n vapautumista ja aktivoi melanokortiinijärjestelmää, jolloin ruoan kulutus 
vähenee (Heisler ym. 2006). Leptiinin painoa vähentävät vaikutukset vaikuttavat 
mahdollisesti serotoniinijärjestelmän kautta, koska leptiini lisää serotoniinin määrää 
(Calapai ym. 1999). 
 
 
3 RUOANSULATUSKANAVA JA RUOKAHALUN SÄÄTELY 
 
3.1 Aivojen ja ruoansulatuskanavan välinen yhteys 
 
Autonomisen hermoston osista sekä parasympaattinen kolinerginen hermosto että 
sympaattinen noradrenerginen hermosto hermottavat gastrointestinaalikanavaa (GI-
kanava). Parasympaattinen hermosto kiihdyttää GI-kanavan toimintaa eli toimii 
eksitatorisesti ja sympaattinen hermosto hidastaa GI-kanavan toimintaa eli toimii 
inhibitorisesti. Enteerinen hermosto (enteric nervous system, ENS) säätelee 
ruoansulatusjärjestelmää, joka viestii aivojen kanssa kaksisuuntaisesti 
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(parasympaattinen ja sympaattinen hermosto) afferenttien eli tuovien ja efferenttien eli 
vievien hermosyiden avulla (Langley 1921). 
 
Keskushermoston efferentit hermosyyt ovat preganglionaarisia vagaalisia ja lantioon 
liittyviä hermoja (Konturek ym. 2004). Nämä hermoradat ovat ne pääreitit, jotka 
säätelevät enteerisen hermoston aktiivisuutta ruokailujen välissä ja sen aikana. Aivojen 
ja GI-kanavan signalointijärjestelmän afferentit hermosyyt vievät keskushermostoon 
tietoa ruoansulatuskanavan mekaanisista (venytys, supistuminen) ja kemiallisista 
signaaleista (ravintoaineet, hormonit, välittäjäaineet) (Holzer 1992). GI-kanavan 
mekaanisten, kemiallisten tai kipureseptorien aktivaatio voidaan välittää lyhyesti 
enteerisen hermoston ”sisällä” sensorisista hermoista välineuroneihin ja edelleen 
efferenteille hermoille (eritys tai vaskulaariset refleksit). Reseptorien aktivaatio voidaan 
välittää myös pidempää kautta preventraalisiin ganglioihin (pidemmät refleksit) tai 
keskushermostoon vagaalisia tai spinaalisia afferentteja hermoja pitkin aivorungon 
(vagaaliset refleksit) tai selkäytimen alueelle (spinaaliset refleksit). Aivorunko on tärkeä 
risteys ruoansulatuskanavan ja keskushermoston välillä. Suurin osa vatsalaukun ja 
suoliston alueen afferenteista vagaalisista hermosyistä päättyy tractus solitarius 
tumakkeen (nucleus tractus solitarii, NTS) alueelle (Leslie ym. 1982). NTS sijaitsee 
vagushermon dorsaalisen motorisen tumakkeen (dorsal motor nucleus of vagal nerve, 
DMN) läheisyydessä, jolloin ruoansulatuskanavan säätely täydentyy, sillä DMN:n 
hermosolut ovat välineuronien välityksellä yhteydessä NTS:n kanssa (Shapiro ja 
Miselis 1985). Signaalit GI-kanavasta kulkeutuvat edelleen NTS:n alueelta eteenpäin 
kohti korkeampia hermoston keskuksia, kuten hypotalamusta ja sen paraventrikulaarista 




Ruokahalun säätelyyn osallistuvat sekä enteerisen hermoston osat että monet 
hormonaaliset ja kemialliset signaalit, joita ruoansulatuskanavan seinämän solut 
tuottavat. Kylläisyystekijät tuottavat nimensä mukaan kylläisyyden tunteen ihmisellä ja 
vähentävät ennen ateriaa annettuna syödyn ruoan määrää (Gibbs ym. 1973). Jotta 
hormoni, välittäjäaine tai muu aine voidaan luokitella kylläisyystekijäksi, tulisi sen 
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täyttää tietyt ehdot. Kylläisyystekijän endogeenisen tuotannon eston, esimerkiksi 
reseptoriantagonistilla, tulisi kasvattaa aterian kokoa. Ruoan kulutuksen vähenemisen ei 
myöskään tulisi johtua liikkumista tai syömistä lamauttavasta tekijästä, vaan spesifisesti 
kylläisyystekijän vaikutuksesta. Syödyn ruoan täytyy myös aktivoida kylläisyystekijän 
eritystä ja erityksen tulee noudattaa ajallista kaavaa. Ruoka vaikuttaa mahalaukun ja 
suoliston limakalvoon, jolloin tiettyjä peptidejä ja muita signaaleja erittyy limakalvon 
soluista, jotka edelleen säätelevät ja optimoivat ruoansulatusta (Woods 2004). Jotkin 
näistä signaaleista erittyvät paikalliseen välinesteeseen ja vaikuttavat parakriinisesti 
viereisiin soluihin. Osa erittyy verenkiertoon hormoneina ja vaikuttaa maksaan, 
munuaisiin ja aivoihin. Tärkeimmät syömiseen vaikuttavat perifeeriset signaalit on 
koottu taulukkoon 2. 
 
 
Taulukko 2. Syömistä lisääviä ja vähentäviä perifeerisiä signaaleja. 




 Glukagonin kaltainen peptidi 1 
 Peptidi YY 
 
 




Kolekystokiniinia esiintyy sekä ruoansulatuskanavan alueella että keskushermostossa 
(Baile ja Della-Fera 1985). Ruoansulatuskanavan alueella CCK:ta erittyy ohutsuolen 
limakalvon enteroendokriinisoluista (Harper ja Raper 1943). Ruokailu lisää nopeasti 
CCK:n eritystä ja eritys palautuu normaaliksi muutaman tunnin kuluessa ruokailun 
lopettamisesta (Liddle ym. 1985). CCK onkin välittömästi vaikuttava peptidi, sillä sen 
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vaikutusaika on erittäin lyhyt. CCK:n annostelu yli 15 minuuttia ennen ruokailun 
aloitusta ei vähennä aterian kokoa (Gibbs ym. 1973). Ravintoaineet stimuloivat CCK:n 
eritystä eri tavoin. Rasvat ja proteiinit lisäävät hiilihydraatteja enemmän CCK:n 
vapautumista (Choi ja Palmquist 1996; Blom ym. 2006). Verenkiertoon erittynyt CCK 
stimuloi haiman eksokriinistä eritystä, supistaa sappirakkoa, hidastaa vatsalaukun 
tyhjenemistä ja lisää ohutsuolen motiliteettia (Harper ja Raper 1943; Liddle ym. 1986; 
Liddle ym. 1989; Meyer ym. 1989). CCK vaikuttaa siis aterian kokoon, sen 
etenemiseen suolistossa ja ravintoaineiden imeytymiseen. CCK annostelun onkin 
todettu vähentävän aterian kokoa ja lisäävän kylläisyyttä muun muassa ihmisillä 
(Muurahainen ym. 1988; Lieverse ym. 1994). 
 
CCK aktivoi CCK1- ja CCK2-reseptoreita (Moran ym. 1986). CCK1-reseptoreita on 
löydetty muun muassa haimasta, sappirakosta ja enteerisistä vagaalisista afferenteista 
hermosoluista (Smith ym. 1984). CCK1-reseptoreita on myös keskushermostossa, 
esimerkiksi NTS:n ja hypotalamuksen alueella (Hill ym. 1987). CCK2-reseptorilla on 
korkea affiniteetti pienille CCK:n molekulaarisille muodoilla (esimerkiksi CCK-8) 
(Innis ja Snyder 1980). CCK2-reseptoreja on esimerkiksi hypotalamuksen alueella, 
vagaalisilla afferenteissa hermosoluissa ja mahan limakalvolla (Pisegna ym. 1992). 
CCK:n syömistä vähentävä vaikutus välittyy suolistosta aivoihin parasympaattisen 
hermoston välityksellä. CCK sitoutuu vagushermon afferenttien hermosyiden CCK-
reseptoreihin ja lisää näin vagushermon aktiivisuutta NTS:n alueella. 
 
3.3.2 Peptidi YY 
 
Peptidi YY (PYY) ja sen hajoamistuote PYY(3-36) kuuluvat molemmat haiman 
polypeptidi perheeseen. PYY:tä erittyy enteroendokriinisistä L-soluista ohutsuolen ja 
paksusuolen alueilta (Arantes ja Nogueira 1997). PYY:tä erittyy myös 
keskushermostossa erityisesti syömistä säätelevien keskuksien alueilla (Broomé ym. 
1985). Kaikesta erittyneestä PYY:stä dipeptidyylipeptidaasi IV (DPP-IV) hydrolysoi 
noin 40 % PYY(3-36):ksi, joka voi aktivoida PYY-reseptoreita (Medeiros ja Turner 
1994). PYY:n plasmatasot nousevat yleensä puolen tunnin kuluessa ruoan syömisestä ja 
saavuttavat maksimiarvon noin tunnin kuluessa (Adrian ym. 1985). PYY:n eritys on 
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kaksivaiheinen: alkuvaiheessa vagushermo stimuloi eritystä, jota seuraa ravintoaineiden 
aikaansaama sensorinen stimulaatio (Sheikh ym. 1989). PYY:tä erittyy verenkiertoon 
siis ennen kun ravintoaineet stimuloivat sen eritystä. Hiilihydraatit, proteiinit ja rasvat 
stimuloivat kaikki PYY:n eritystä, mutta rasvojen aiheuttama stimulaatio aikaansaa 
suurimman PYY:n erityksen (Essah ym. 2007). Myös aterian energiamäärä vaikuttaa 
PYY-vasteeseen (Degen ym. 2005). 
 
PYY hidastaa mahalaukun ja suoliston motiliteettiä, vähentää sekä haiman eksokriinistä 
eritystä että mahalaukun ja sappirakon eritystä ja lisää nesteen ja elektrolyyttien 
imeytymistä (Tatemoto 1982; Savage ym. 1987; Bilchik ym. 1994; Lin ym. 1996). 
PYY:n anto vähentää syödyn ruoan määrää ja pienentää kehon painoa (Batterham ym. 
2002). PYY ei vähennä syödyn ruoan määrää Y2-reseptorin suhteen poistogeenisillä 
hiirillä, joten voidaan olettaa, että PYY:n vaikutus välittyy juuri tämän reseptorin 
kautta. Lihavilla henkilöillä PYY:n aterian jälkeinen pitoisuus pienenee (Batterham ym. 
2006). Lihavien on myös syötävä suurempi energiamäärä, jotta aterianjälkeinen 
kylläisyystaso on sama kuin normaalipainoisilla. Näiden tekijöiden voidaan olettaa 
vaikeuttavan lihavien henkilöiden painonhallintaa. 
 
3.3.3 Glukagoninkaltainen peptidi 1 
 
Glukagoninkaltainen peptidi 1 (GLP-1) pilkkoutuu proglukagonista, jota erittävät 
enteroendokriiniset L-solut ohutsuolen ja paksusuolen alueella (Bell ym. 1983; Eissele 
ym. 1992; Deacon ym. 1995). GLP-1:tä erittyy myös aivorungon alueen hermosoluista, 
jotka johtuvat muun muassa hypotalamuksen alueelle (Jin ym. 1988; Larsen ym. 1997). 
L-soluista GLP-1:tä erittyy nopeasti ruokailun aloittamisen jälkeen, mutta 
dipeptidyylipeptidaasi IV inaktivoi sen suhteellisen nopeasti (Orskov ym. 1996; Hansen 
ym. 1999). Eritys on kaksivaiheinen; neurohumoraalisesti stimuloitu eritys alkaa ensin, 
jota seuraa pidempi sensorisen stimulaation aikaansaama eritys. GLP-1 vähentää 
ruokahalua ja stimuloi glukoosin aikaansaamaa insuliinieritystä (Kreymann ym. 1987; 
Flint ym. 1998). Se myös estää glukagonin vapautumista ja stimuloi haiman 
beetasolujen kasvua (Orskov ym. 1988; Farilla ym. 2002). GLP-1 vaikuttaa 
ruokahaluun vagushermon kautta tai suoraan hypotalamuksen syömistä säätelevillä 
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alueilla (Nishizawa ym. 1996; Nakagawa ym. 2004). Vaikutukset välittyvät GLP-1-
reseptorin kautta, joka ilmentyy laajasti ruoansulatuskanavan alueella ja aivoissa 




Toisin kuin CCK, PYY ja GLP-1, greliini lisää ruokahalua (Wren ym. 2000). Greliiniä 
syntetisoituu lähinnä mahalaukussa ja erityisen paljon mahanpohjukassa, mutta myös 
ohutsuolen alkupäässä (Kojima ym. 1999; Date ym. 2000). Verenkierron 
greliinipitoisuus on suuri juuri ennen ruokailua ja se pienenee nopeasti ruokailun 
jälkeen (Shiiya ym. 2002). Systeemisesti annettu greliini lisää syömiskertojen määrää, 
mutta ei vaikuta syötävään ruokamäärään (Faulconbridge ym. 2003). Greliini lisää 
maha-suolikanavan motiliteettiä, mahahapon eritystä ja haiman eksokriinistä eritystä 
(Masuda ym. 2000; Sato ym. 2003). Greliini läpäisee veri-aivoesteen ja sitoutuu 
hypotalamuksen ja aivorungon greliinireseptoreihin (Guan ym. 1997; Pan ym. 2006). 
Aivoissa greliinin vaikutukset välittyvät muun muassa ruokahalua lisäävien NPY:n ja 
AgRP:n kautta (Kamegai ym. 2001; Mondal ym. 2005). 
 
3.4 Kylläisyystekijöiden ja rasvakudoksen signaalien interaktio 
 
Kylläisyystekijöiden antama informaatio tulee yhdistää aivoissa muihin syömiseen 
vaikuttaviin tekijöihin, kuten opittuun käytökseen, sosiaaliseen tilanteeseen tai 
rasvakudoksen signaaleihin, jotta syömisen säätely on mahdollisimman tehokasta 
(Woods 2004). Kehon rasvakudoksen signaalien ja kylläisyystekijöiden antama 
informaatio voidaan helposti kumota ympäristön tapahtumilla. Esimerkiksi ruoan 
ulkonäkö, tuoksu tai ennustettavissa oleva maukkaus voivat saada henkilön syömään 
lisää, vaikka kylläisyystekijät viestivät jo syödyn ruoan riittävän kattamaan 
energiantarpeen. 
 
Sosiaaliset, opitut ja ympäristötekijät sekä energiatasapainoon vaikuttavat hormonit 
voivat muuttaa kehon herkkyyttä kylläisyystekijöille. Esimerkiksi leptiinin tai insuliinin 
anto muuttaa kehon herkkyyttä CCK:lle (Riedy ym. 1995; Barrachina ym. 1997). Kun 
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yksilön paino nousee, leptiinin ja insuliinin eritys kasvaa ja niiden aikaansaama 
stimulaatio aivoissa lisääntyy. Samalla CCK:n teho aterian pienentämiseksi kasvaa. 
Useita ruoansulatuskanavan erittämiä peptidejä syntetisoidaan myös keskushermoston 
alueella, jossa ne voivat suoraan vaikuttaa ruokahalua sääteleviin alueisiin. 
Kylläisyystekijöiden vaikutuksen kannalta tärkeät paikat ovat vagushermon afferentit 
hermosyyt ja NTS:n alue aivoissa. Hypotalamuksen arcuate tumake saa signaaleja 
rasvakudoksen koosta ja meneillään olevasta ateriasta NTS:n alueelta tulevien 
signaalien kautta. Ruokahalun säätely on siis monimutkainen prosessi ja siinä 
hypotalamuksella on tärkeä rooli. 
 
 




Lihavuus on kasvava terveysongelma sekä länsimaissa että kehittyvissä maissa, joissa 
syöntitavat ovat muuttumassa (Prentice 2006). Ylipainolla ja lihavuudella tarkoitetaan 
rasvakudoksen ylimäärää, joka voidaan luokitella painoindeksin (body mass index, 
BMI) mukaan (NHLBI expert panel 1998). Ylipainoisen henkilön BMI on 25–29 kg/m2 
ja lihavan yli 30 kg/m
2
. Maailman terveysjärjestö WHO:n mukaan vuonna 2008 noin 
1,4 miljardia aikuista oli ylipainoisia ja yli 500 miljoonaa lihavia (WHO, Obesity and 
overweight, 2013). Lihavuuteen liittyy monia terveysongelmia, kuten verenpainetautia, 
diabetesta ja astmaa (Mokdad ym. 2003). Näiden terveysongelmien on todettu lisäävän 
myös kuolleisuutta (Sturm ja Wells 2001). 
 
Painoa voidaan yrittää pudottaa muuttamalla ruokavaliota, lisäämällä liikuntaa, 
käyttämällä lihavuuden hoitoon tarkoitettuja lääkeaineita ja mahalaukun leikkauksella 
tai näiden keinojen yhdistelmillä. Lihavuuden hoidon tavoitteena on vähintään 5 %:n 
painon pieneneminen (Suomalainen Lääkäriseura Duodecim, Lihavuuden käypä hoito –
suositus, 2013). Moni laihduttaneista ihmisistä kuitenkin epäonnistuu ruokavalion 
ylläpidossa ja liikunnan lisäämisessä, jolloin paino nousee takaisin (Kramer ym. 1989). 
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Lihavuusleikkauksen on todettu olevan tehokas keino pudottaa painoa, mutta se 
soveltuu vain todella lihaville henkilöille (BMI yli 40) ja siihen liittyy monia riskejä 
(Inge ym. 2004; Flum ym. 2005). Lihavuuden hoitoon käytettyjä lääkeaineita on 
markkinoilla vähän. Uusien lihavuuslääkkeiden painoa pudottavalle vaikutukselle on 
Euroopan lääkeviraston (European Medicines Agency, EMA) toimesta asetettu 
minimitavoite (10 %:a lähtöpainosta) (EMA, Guideline on clinical evaluation of 
medicinal products used in weight control, 2007). Tavoite ei ole ollut vaatimuksena 
markkinoille pääsystä ja eikä yleisesti yhdelläkään markkinoilla olevista lääkeaineista 
päästä tähän tavoitteeseen. Euroopassa lihavuuden hoitoon on markkinoilla tällä 
hetkellä vain yksi lääkeaine, orlistaatti. Useita potentiaalisia lääkeaineita on hylätty 
vakavien haittavaikutusten takia. Yhdysvaltain elintarvike- ja lääkevirasto (Food and 
Drug Administration, FDA) on hyväksynyt markkinoille useita lääkeaineita lihavuuden 
hoitoon, muun muassa orlistaatin ja fendimetrasiinin. Näillä lääkeaineilla ei kuitenkaan 
ole saavutettu merkittävää hyötyä lihavuuden hoidossa (Bray 2000). Markkinoilla on 
tällä hetkellä suuri tarve uusille ja tehokkaille lääkeaineille, joilla saavutettaisiin 
merkittävä painonlasku ja joiden hyödyt ylittävät mahdolliset haitat. Taulukkoon 3 on 
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Taulukko 3. Uusia lääkeaineita lihavuuden hoitoon. 
Lääkeaine (valmiste) Vaikutusmekanismi Kliiniset tutkimukset 
Lorkaseriini 5-HT2C reseptoriagonisti FDA hyväksynyt 2012 
Fentermiini, Topiramaatti  
(Qsymia) 
Noradrenaliinin takaisinoton 
esto / energiankulutuksen 
lisäys 
FDA hyväksynyt 2012 
Liraglutidi GLP-1 analogi Faasi III 
Bupropioni, Naltreksoni 
(Contrave) 
Dopamiinin ja noradrenaliinin 






Tarkka mekanismi ei tiedossa / 
dopamiinin ja noradrenaliinin 
takaisinoton esto 
Faasi II 
Velneperiti Neuropeptidi  
Y5 reseptoriantagonisti 
Faasi II 
Tesofensiini Noradrenaliinin, dopamiinin ja 
serotoniinin takaisinoton estäjä 
Faasi I 
GSK 1521498 μ-opioidireseptorin 
käänteisagonisti 
Faasi I 





Orlistaatti on lipaasi-entsyymin estäjä, joka vähentää ruoan rasvojen imeytymistä noin 
30 %:lla (Hauptman ym. 1992). Annos on 60–120 mg kolme kertaa päivässä aterian 
yhteydessä (Fimea, Orlistat Sandoz, pakkausseloste, 2012). Orlistaatin painoa 
vähentävä vaikutus on vaatimaton (Padwal ym. 2003). 11 lumelääkekontrolloidun 
tutkimuksen meta-analyysissä orlistaatti laski painoa vain 2,9 %:a. Niiden potilaiden 
määrä, jotka saavuttivat 5 ja 10 %:n painonlaskun oli 21 %:a ja 12 %:a suurempi 
orlistaattiryhmässä kuin lumelääkeryhmässä. Orlistaatti laski myös verenpainetta, LDL 
kolesterolin määrää ja paastoglukoosiarvoja. Orlistaatin haittavaikutukset liittyvät 
lähinnä ruoansulatuskanavaan. Yleisimmät haittavaikutukset ovat öljyinen uloste, 
ulosteen pidätysvaikeudet ja tahriminen. Orlistaatti voi vähentää joidenkin 
lääkeaineiden, kuten amiodaronin ja siklosporiinin, imeytymistä eikä se käyttö siis ole 
ongelmatonta monilääkityillä potilailla (Zhi ym. 2002; Zhi ym. 2003). Orlistaatin 
vakavina haittavaikutuksina mainitaan maksatulehdus, sappikivet ja maksaentsyymien 
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nousu (Fimea, Orlistat Sandoz, pakkausseloste 2012). Euroopan lääkevirasto on 
arvioinut orlistaatin turvallisuutta vuonna 2011 mahdollisten maksahaittojen johdosta 
(EMA, Press release, 2011). EMA päätyi toteamaan, että valmisteiden hyödyt ylittävät 
mahdolliset riskit eikä orlistaattivalmisteiden käytön jatkamiselle ole esteitä (EMA, 
Press release, 2012). 
 




Amfetamiinilla ja sen johdannaisilla on ruokahalua vähentävä ja keskushermostoa 
stimuloiva vaikutus (Carlisle 1964). Nämä lääkeaineet pudottavat painoa merkittävästi, 
mutta niiden mahdollinen väärinkäyttöpotentiaali ja vakavat haittavaikutukset johtivat 
kyseisten lääkeaineiden käytön lopettamiseen (Lesses ja Myerson 1938). Fentermiini ja 
d-fenfluramiini ovat amfetamiinin sukuisia molekyyleja. Fentermiini hyväksyttiin jo 
vuonna 1959 lihavuuden lyhytaikaiseen hoitoon Yhdysvalloissa (Hendricks ym. 2014). 
Se on sympatomimeetti, joka nopeuttaa aterian lopettamista (Weintraub ym. 1984). 
Fenfluramiini stimuloi serotoniinin vapautumista, estää sen takaisinottoa ja kasvattaa 
aterioiden välistä aikaa. Fenfluramiinin ja fentermiinin yhdistelmä on suhteellisen 
tehokas lääke lihavuuden hoitoon, mutta se vedettiin markkinoilta vakavien 
haittavaikutusten, kuten sydämen läppävikojen ja keuhkoverenpainetaudin, takia 





Sibutramiini on serotoniinin ja noradrenaliinin takaisinoton estäjä (Luscombe ym. 
1989). Se lisää kyseisten välittäjäaineiden määrää syömiseen liittyvillä aivoalueilla 
(Wortley ym. 1999). Yhden vuoden lumelääkekontrolloidussa tutkimuksessa 
sibutramiini laski painoa 4,6 %:a lähtöpainoon verrattuna (Padwal ym. 2003). 34 % 
potilaista saavutti 5 % painonlaskun ja 15 % potilaista 10 % painonlaskun. 
  25 
Sibutramiinin tehon todettiin paranevan, kun se yhdistettiin elämäntapamuutokseen ja 
tiheään seurantaan (Wadden ym. 2005). Tällöin potilaiden paino laski keskimäärin 12,1 
kg:aa sibutramiinia ja elämäntapaneuvontaa saaneiden ryhmässä verrattuna 5 kg:n 
painonlaskuun ainoastaan sibutramiinia saaneiden ryhmässä. Yleisimmät 
haittavaikutukset ovat unettomuus, pahoinvointi, ummetus ja kuiva suu (Bray ym. 
1996). Sibutramiinin on havaittu myös nostavan verenpainetta ja sydämen sykettä 
(Wooltorton 2002). Sibutramiini vedettiin pois markkinoilta Euroopassa vuonna 2010, 




Rimonabantti on CB1-reseptorin antagonisti (Rinaldi-Carmona ym. 1994). CB1-
reseptoria on runsaasti keskushermoston ruokahalua säätelevillä alueilla (Herkenham 
ym. 1990). Rimonabantti vähentää annosriippuvaisesti ruoan kulutusta useissa 
eläinmalleissa (Colombo ym. 1998; McLaughlin ym. 2003). Syödyn ruoan määrää 
vähentävän vaikutuksen lisäksi rimonabantti parantaa muun muassa lämmöntuotantoa 
lisäämällä hapen kulutusta lihaksissa, vähentää lipogeneesiä ja edistää 
koleskystokiniinin aikaansaamaa kylläisyyden tunnetta (Cota ym. 2003; Burdyga ym. 
2004; Liu ym. 2005). Rimonabantin tehoa tutkittiin neljässä laajassa tutkimuksessa 
(Després ym. 2005; Van Gaal ym. 2005; Pi-Sunyer ym. 2006; Scheen ym. 2006). 
Rimonabantti laski painoa keskimäärin 4,6 kg:aa, pienensi vyötärön ympärysmittaa ja 
paransi veren kolesteroliarvoja. Niiden potilaiden määrä, jotka saavuttivat 5 tai 10 % 
painonpudotuksen, oli rimonabanttiryhmässä 29 %:a ja 17 %:a korkeampi kuin 
lumelääkeryhmässä. Yleisimmät haittavaikutukset ovat pahoinvointi, huimaus, ripuli ja 
unettomuus. Euroopan lääkeviranomainen veti rimonabantin markkinoilta vuonna 2008, 
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4.4 Uudet farmakologiset lähestymistavat lihavuuden hoitoon 
 
4.4.1 Monoamiinien takaisinoton estäjät 
 
Tesofensiini on esimerkki monoamiinien takaisinoton estäjistä, joka kehitettiin alun 
perin Alzheimerin ja Parkinsonin tautiin, mutta jonka todettiin kliinisissä tutkimuksissa 
vähentävän kehon painoa (Hauser ym. 2007; Astrup ym. 2008a). Tesofensiini on 
noradrenaliinin, serotoniinin ja dopamiinin takaisinoton estäjä, joka vähentää näin 
ruokahalua ja lisää energiankulutusta (Astrup ym. 2008b). Faasin II kokeissa 
tesofensiinin todettiin yhdessä vähäkalorisen ruokavalion kanssa vähentävän painoa 
noin 10 %:a suurimmalla annoksella (1 mg) verrattuna lumelääkeryhmän 2 %:in. Tämä 
annos nosti kuitenkin sydämen sykettä ja verenpainetta. Pienemmät annokset (0,25–0,5 
mg) laskivat painoa 4,5‒9 %:a, eivätkä aiheuttaneet verenpaineen muutoksia. 
Yleisimpiä havaittuja haittavaikutuksia olivat kuiva suu, huimaus, ummetus, 




Dopamiinireseptorin antagonisteja on tutkittu paljon ruokahalun säätelyssä. 
Selektiivisen D3-antagonistin on todettu vähentävän ruoan kulutusta lihavilla rotilla 
(Thanos ym. 2008b). D3-reseptorin antagonistin GSK 598809 oletettiin vähentävän 
paljon rasvaa ja sokeria sisältävän ruoan kulutusta ja olevan potentiaalinen lääke 
ahmimisen hoitoon (Powell ym. 2011). GSK 598809:n vaikutuksia palkitsevan ruoan 
aiheuttaman huomion määrään (attentional bias) tutkittiin ylipainoisilla ja lihavilla 
henkilöillä, joilla oli taipumusta ahmimiseen ja tunneperäiseen syömiseen (Nathan ym. 
2012). GSK 598809 ei vaikuttanut ruoan aiheuttaman huomion määrään, mutta sen 
vaikutus korreloi käänteisesti henkilön itsehillinnän kanssa. Henkilöillä, joiden 
itsehillintä oli matalampi, ruoka sai aikaan merkittävän huomion, jota GSK 598809 
vähensi. Henkilöillä. joiden itsehillintä oli taas korkeampi, ruoan aikaansaamaa 
huomiota ei havaittu. Voidaan siis olettaa, että korostunutta huomiota ruokaa kohtaan 
voidaan hillitä D3-antagonisteilla. Tarvitaan kuitenkin runsaasti tutkimuksia 
antagonistien vaikutuksista ruoan kulutukseen ja syömiskäyttäytymiseen. 
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4.4.3 5-HT2C-agonistit 
 
Serotoniinin takaisinoton estäjien ja serotoniinireseptoriagonistien ja -antagonistien on 
osoitettu säätelevän syömistä ja energiatasapainoa (Schwartz ym. 2000). Eläinkokeissa 
on osoitettu, että 5-HT2C-reseptorin stimulaatio vähentää ruoan kulutusta ja kehon 
painoa (Clifton ym. 2000). 5-HT2C-reseptoriagonistien epäselektiivisyys on kuitenkin 
ollut ongelmana lääkeainekehityksessä, sillä muiden serotoniinireseptorien aktivaatio 
aiheuttaa epätoivottuja vaikutuksia. Esimerkiksi 5-HT2A-reseptorien stimulaatio 
aiheuttaa hallusinogeenisiä vaikutuksia ja 5-HT2B-reseptorien aktivaatio taas 
keuhkoverenpaineen nousua (Martin-Ruiz ym. 2001; Launay ym. 2002). 5-HT2C-
agonistien syömistä vähentävän vaikutuksen on todettu välittyvän arcuate tumakkeen 
POMC-hermosolujen kautta (Xu ym. 2008). Hiiret, joilta 5-HT2C-reseptori puuttuu, 
ylensyövät ja niiden paino nousee. Selektiivinen 5-HT2C-reseptorien tuonti POMC-
hermosoluihin kumosi kuitenkin poistogeenin vaikutuksen ja normalisoi syödyn ruoan 
määrän. 
 
Lorkaseriini on uusi selektiivinen 5-HT2C-reseptorin agonisti (Thomsen ym. 2008). 
Faasi III kokeissa lorkaseriini lisäsi niiden henkilöiden määrää, jotka saavuttivat 5 % 
painonlaskun (Smith ym. 2010). Pudotettu paino oli keskimäärin 5,8 kg:aa 
lorkaseriiniryhmässä ja 2,2 kg:aa lumelääkeryhmässä. Lorkaseriini pienensi myös 
paastoglukoosiarvoa, kolesterolia ja vyötärön ympärysmittaa. Lorkaseriinia tutkittiin 
myös lihavilla tyypin 2 diabeetikoilla (O´Neil ym. 2012). Näilläkin potilailla 
lorkaseriini lisäsi niiden henkilöiden määrää, jotka saavuttivat yli 5 % painonlaskun. 
Pudotettu paino oli 4,7 kg:aa lorkaseriinia kaksi kertaa 10 mg päivässä saaneiden 
ryhmässä, 5 kg:aa lorkaseriinia kerran päivässä saaneiden ryhmässä ja 1,6 kg:aa 
lumelääkeryhmässä. Lorkaseriinin teho lihavuuden hoidossa on suhteellisen vaatimaton, 
mutta Yhdysvaltain elintarvike- ja lääkevirasto hyväksyi sen markkinoille vuonna 2012 
(FDA, News release, 2012b). Hyväksytty annos on 10 mg kaksi kertaa päivässä 
potilaille, joilla BMI on yli 30 tai yli 27 ja vähintään yksi muu sairaus (kohonnut 
verenpaine, tyypin 2 diabetes tai kohonnut kolesteroli). Lorkaseriinihoito tulisi yhdistää 
elämäntapamuutokseen eli lisääntyneeseen liikunnan määrään ja terveelliseen 
ruokavalioon. Euroopan lääkeviranomainen ei ole hyväksynyt lorkaseriinia 
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mahdollisten vakavien haittavaikutusten takia (EMA, Withdrawal of the marketing 
authorisation application for Belviq (lorcaserin), 2013). Eläinkokeissa lorkaseriinin 
havaittiin aiheuttavan syöpää ja sydänläpän toiminnan häiriöitä (Colman ym. 2012). 
Ihmisillä näitä vaikutuksia ei ole havaittu. Yleisimmät lorkaseriinin haittavaikutukset 
ovat päänsärky, pahoinvointi, huimaus, kuiva suu ja tuntoharhat (Smith ym. 2010). 
Lorkaseriinin aiheuttamia sydän- ja verenkiertoelimistön haittoja arvioidaan parhaillaan 




5-HT6-reseptori on lääkekehityksen kohteena, sillä reseptorigeenin toiminnan esto 
pienentää syödyn ruoan määrää ja 5-HT6-reseptoriantagonisti vähentää kehon painoa 
rotilla (Woolley ym. 2001). 5-HT6-reseptorivälitteisen ruoan kulutuksen vähenemisen 
tarkkaa mekanismia ei ole saatu selville. 5-HT6-reseptorin lähetti-RNA:ta on kuitenkin 
löydetty arcuate tumakkeen alueelta ja on ehdotettu, että kyseisen reseptorin esto 
vähentää GABAergistä inhibitorista POMC-hermosolujen säätelyä (Heal ym. 2008). 
Tällöin α-MSH:n vapautuminen lisääntyy, joka stimuloi Mc4-reseptoreja ja ruoan 
kulutus vähenee. 5-HT6-reseptoriantagonistien ruoan kulutusta vähentävän annoksen 
tulee olla suhteellisen korkea verrattuna kognitiivisiin malleihin, joten 5-HT6-
antagonistien tehoa syömisen säätelyssä on kritisoitu. 
 
4.4.5 Neuropeptidi Y:n reseptoriantagonistit 
 
Selektiivisiä NPY-antagonisteja on kehitetty useita. Erityisesti kohteena on käytetty 
NPY5-reseptoria, sillä NPY5-reseptoriagonistien on todettu tehokkaasti lisäävän 
ruokahalua rotilla (McCrea ym. 2000). Esimerkiksi NPY5-antagonistin velneperitin on 
havaittu vähentävän ruokahalua ja kehon painoa (JPubb, Press release, 2009; Powell 
ym. 2011). Yhdessä kalorien saantia rajoittavan ruokavalion kanssa, velneperitiannos 
800 mg:aa päivässä laski painoa 3,8 kg:aa verrattuna lumelääkeryhmän 0,8 kg:aan. 
Lääkeaineryhmässä 35 % potilaista saavutti yli 5 % painonlaskun verrattuna 
lumelääkeryhmän 12 %:iin. 1600 mg:an velneperitiannos yhdessä vähäkalorisen 
ruokavalion kanssa laski painoa 7,1 kg:aa verrattuna lumelääkeryhmän 4,3 kg:aan. 52 
  29 
%:a velneperitiryhmästä ja 35 %:a lumelääkeryhmästä saavutti 5 % painonlaskun. 
Yleisimmät haittavaikutukset olivat nenänielun tulehdus, sivuontelotulehdus, 
ylähengitystietulehdus ja päänsärky. Velneperitin vaatimaton teho voi rajoittaa NPY5-





Melanokortiinijärjestelmä liittyy olennaisesti ruokahalun säätelyyn, sillä esimerkiksi 
Mc4-reseptoriagonistien injektio aivokammioihin vähentää syödyn ruoan määrään (Fan 
ym. 1997). Mc4-reseptorin aktiivisuus vaikuttaa aterian kokoon ja koostumukseen, 
mutta ei aterioiden lukumäärään (Azzara ym. 2002). Ruokavalion koostumus vaikuttaa 
Mc4-agonistien ruoan määrää vähentävään tehoon (Clegg ym. 2003). Esimerkiksi ruoan 
suuri rasvamäärä pienentää Mc4-agonistien tehoa verrattuna vähärasvaiseen ruokaan. 
Mc4-reseptorin mutaatiot on yhdistetty lihavuuteen ihmisillä, mikä kielii reseptorin 
tärkeydestä lihavuuden hoidossa (Yeo ym. 1998). Mc4-reseptoriagonisteja on kehitetty 
useita, mutta sopivien pienimolekyylisten ligandien puute ja haittavaikutukset ovat 
rajoittaneet kehitystyötä (Wikberg ja Mutulis 2008). 
 
4.4.7 Melaniinia konsentroivan hormonin reseptoriantagonistit 
 
Melaniinia konsentroivan hormonin on todettu lisäävän ruoan kulutusta ja kehon painoa 
(Qu ym. 1996). Hiiret, joilta MCH-reseptorit puuttuvat, syövät vähemmän ja ovat 
laihoja (Marsh ym. 2002). Hiiret, jotka yliekspressoivat MCH-reseptoreja, ovat taas 
lihavia riippumatta ruokavaliosta (Ludwig ym. 2001). MCH1-antagonistien on todettu 
useissa eläinmalleissa vähentävän kehon painoa pienentämällä aterian kokoa (Shearman 
ym. 2003; Kowalski ym. 2004). MCH1-antagonistien kehitystä ovat hidastaneet niiden 
kardiovaskulaariset haittavaikutukset (Méndes-Andino ja Wos 2007). Monien 
lääkekehityksen alkuvaiheen yhdisteiden todettiin esimerkiksi pidentävän QT-aikaa. 
Uudempien yhdisteiden ei ole havaittu aiheuttavan kardiovaskulaarisia 
haittavaikutuksia. Esimerkiksi AMR-MCH-1 vähentää ruoan kulutusta ja kehon painoa 
DIO-hiirillä (diet-induced obesity) (Sargent ym. 2008). Painoa pudottava vaikutus oli 
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merkittävästi suurempi kuin kontrollina käytetyllä sibutramiinilla. Toista MCH1-
antagonistia NGD-4715 tutkittiin faasin I kokeissa (Sargent ja Moore 2009). 
Tutkimuksessa havaittiin maksaentsyymi CYP3A4:n induktio ja lipidejä vähentävä 
vaikutus. Vakavia haittavaikutuksia ei havaittu, mutta puolella lääkeainetta saaneista 




Opioidireseptorien kautta välittyvät vaikutukset säätelevät muun muassa ruoan 
palkitsevia vaikutuksia (Yeomans ja Wright 1991). Opioidiantagonistien on todettu 
vähentävän lyhytaikaisesti ruoan kulutusta ja ruoan palkitsevia vaikutuksia (Holtzman 
1979; Morley ym. 1983). Esimerkiksi naloksonin on rotilla todettu vähentävän makean 
nesteen kulutusta enemmän kuin veden (Lynch ja Libby 1983). Lihavilla ihmisillä 
naloksoni vähentää lyhytaikaisesti ruoan kulutusta 33 %:a. Naloksoni aiheuttaa 
kuitenkin monia haittavaikutuksia, kuten pahoinvointia, joten ruoan kulutuksen 
väheneminen voi johtua myös ei-spesifisistä vaikutuksista. Naloksonin aikaansaama 
ruoan kulutuksen väheneminen on lisännyt selektiivisten μ-reseptoriantagonistien ja 
käänteisagonistien tutkimusta. GSK1521498 on μ-opioidireseptorin käänteisagonisti, 
jonka vaikutuksia on tutkittu ylensyönnin yhteydessä (Ziauddeen ym. 2013). 
GSK1521498:n on havaittu vähentävän runsassokerisen ja korkeaenergisen ruoan 
palkitsevaa vaikutusta ja kulutusta. Yhdisteellä ei ole havaittu vakavia 
haittavaikutuksia. Tutkimuksia pitkäaikaisista vaikutuksista ruoan kulutukseen ja 
painon pudotukseen tarvitaan vielä lisää. 
 
4.2.9 GLP-1 analogit 
 
Glukagonin kaltaisen peptidi 1:n on todettu hidastavan mahalaukun tyhjenemistä ja 
vähentävän ruokahalua (Flint ym. 1998). GLP-1 analogit liraglutidi ja eksenatidi on 
hyväksytty tyypin 2 diabeteksen hoitoon (EMA, Byetta, 2006; EMA, Victoza, 2009). 
Niiden on havaittu pudottavan potilaiden painoa, joka vaikuttaa edullisesti muun 
muassa veren glukoosiarvoihin. Eksenatidi vähentää diabeetikoilla kehon painoa 2,9 
kg:aa verrattuna lumelääkeryhmän 0,3 kg:aan (DeFronzo ym. 2005). Liraglutidin tehoa 
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on tutkittu lihavilla henkilöillä (Astrup ym. 2009). Tehoa verrattiin orlistaattiin (120 
mg) ja lumelääkkeeseen. Potilaat noudattivat lisäksi ruokavaliota, joka vähensi 
energiansaantia 500 kcal päivässä. Liraglutidin todettiin vähentävän kehon painoa 
annosriippuvaisesti. Keskimääräinen pudotettu paino oli pienimmällä liraglutidi 
annoksella (1,2 mg) 4,8 kg:aa; 1,8 mg:n annoksella 5,5 kg:aa; 2,4 mg:n annoksella 6,3 
kg:aa ja suurimmalla 3,0 mg:n annoksella 7,2 kg:aa. Orlistaattiryhmässä 
keskimääräinen pudotettu paino oli 4,1 kg:aa ja lumelääkeryhmässä 2,8 kg:aa. 
Liraglutidiryhmissä havaittiin enemmän pahoinvointia ja oksentelua verrattuna 
lumelääkeyhmään. Novo Nordisk aikoo tutkia liraglutidin tehoa lihavuuden hoidossa ja 




Esimerkit osoittavat, että kehitettyjen lääkeaineiden teho on rajallinen ja harvoin 
saavutetaan yli 10 %:n painonpudotus verrattuna lähtöpainoon. Yhdistelmäterapia voi 
olla tehokkaampi kuin yksittäiset lääkeaineet, sillä yhdistämällä eri mekanismien kautta 
vaikuttavia lääkeaineita voidaan painon pudotusta tehostaa. Bupropionin ja naltreksonin 
yhdistelmä (Contrave) on todettu tehokkaaksi useissa tutkimuksissa. Bupropioni on 
masennuslääke, joka estää dopamiinin ja noradrenaliinin takaisinottoa synapsiraossa 
(Stahl ym. 2004). Bupropionin on todettu yksinään vähentävän painoa, mutta 
painonpudotus on vaatimatonta (1,7–3,7 %:a alkupainosta) eikä bupropioni siten 
sovellu monoterapiaan (Anderson ym. 2002; Jain ym. 2002). Bupropioni stimuloi 
arcuate tumakkeen POMC-hermosoluja, jolloin α-MSH vapautuminen lisääntyy ja 
ruokahalu vähenee (Greenway ym. 2009). POMC-hermosolujen stimulaatio aktivoi 
kuitenkin myös negatiivisen takaisinkytkentämekanismin, joka vapauttaa β-
endorfiineja, jolloin POMC-hermosolujen toiminta estyy (Cowley ym. 2001). μ-
opioidiantagonisti naltreksoni estää tämän negatiivisen takaisinkytkentämekanismin 
toimintaa, jolloin ruokahalu vähenee enemmän kuin bupropionin käytöllä yksinään 
(Greenway ym. 2009). Wadden kumppaneineen (2011) totesi, että yhdistelmä pudottaa 
painoa 9,3 %:a verrattuna lumelääkeryhmän 5,1 %:iin. Faasin III kokeissa yhdistelmä 
pudotti painoa 6,1 %:a naltreksonia 32 mg:aa ja bupropionia saaneiden ryhmässä; 5,0 
%:a naltreksonia 16 mg:aa ja bupronionia saaneiden ryhmässä ja 1,3 %:a 
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lumelääkeryhmässä (Greenway ym. 2010). Yleisimmät haittavaikutukset ovat 
pahoinvointi, päänsärky, ummetus, huimaus ja suun kuivuus. Tämän yhdistelmän tehoa 
arvioitiin FDA:ssa, mutta se ei saanut myyntilupaa puutteellisten sydän- ja 
verenkiertoelimistön vaikutusten arvioinnin takia (Orexigen, Press release, 2013). 
Yhdistelmän kehittänyt lääkeyhtiö on tutkinut yhdistelmän vaikutuksia sydän- ja 
verenkiertoelimistöön ja aikoo hakea myyntilupaa uudelleen. 
 
Toinen tutkittu yhdistelmä on bupropionin ja zonisamidin yhdistelmä (Empatic). 
Zonisamidi on antiepileptinen lääkeaine, jota käytetään fokaalisten kohtausten hoitoon 
(George ym. 2014). Zonisamidin tarkka vaikutusmekanismi ei ole tiedossa. Sen on 
arveltu vaikuttavan natriumkanaviin ja lisäävän dopamiinin ja serotoniinin määrää. On 
ajateltu, että yhdistämällä zonisamidi bupropionin kanssa voidaan vähentää zonisamidin 
aiheuttamia masentavia ja rauhoittavia vaikutuksia sekä bupropionin aiheuttamien 
kohtausten todennäköisyyttä (Gadde ym. 2007). Bupropionin ja zonisamidin 
yhdistelmän todettiin olevan tehokkaampi kuin kummankaan yksittäisen lääkeaineen 
(Orexigen, Press release, 2009). Faasin II kokeissa yhdistelmä pudotti kahdella eri 
annoksella painoa 6,1 ja 7,5 %:a alkupainosta verrattuna lumelääkkeen 1,4 %:iin. 
Haittavaikutuksena havaittiin pahoinvointia, päänsärkyä ja unettomuutta. 
 
Fentermiinin ja topiramaatin yhdistelmällä (Qsymia) on havaittu edullisia vaikutuksia 
painonhallintaan. Fentermiini vähentää ruoan kulutusta lisäämällä noradrenaliinin 
vapautumista ja estämällä sen takaisinottoa (Rothman ym. 2001). Topiramaatin 
ehdotettu vaikutusmekanismi on energian kulutuksen lisääminen ja energiankulutuksen 
tehokkuuden väheneminen (Astrup ym. 2004). Yhdistelmä mahdollistaa kummankin 
lääkeaineen osalta pienemmän annoksen käytön ja tästä syystä haittavaikutuksia on 
raportoitu vähemmän kuin yksittäisillä lääkeaineilla (Powell ym. 2011). Faasin III 
kokeissa pienempi annos (fen/top 7,5/46 mg) laski painoa 7,8 %:a (8,1 kg), suurempi 
annos (fen/top 15/92 mg) 9,8 %:a (10,2 kg) ja lumelääke 1,2 %:a (1,8 kg) (Gadde ym. 
2011). Viiden prosentin painon laskun saavutti 70 %:a suuremman annoksen ryhmästä, 
62 %:a pienemmän annoksen ryhmästä ja 21 %:a lumelääkeryhmästä. Yhdistelmähoito 
paransi myös verenpainearvoja, veren kolesteroliarvoja ja paastoglukoosiarvoa. 
Yleisimmät haittavaikutukset ovat parestesia, ummetus, unettomuus ja huimaus. 
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Yhdistelmä voi aiheuttaa myös mielialanvaihteluja, keskittymisvaikeuksia ja sydämen 
sykkeen kohoamista. Fentermiinin ja topiramaatin yhdistelmä on hyväksytty 
Yhdysvalloissa vuonna 2012 (FDA, News release, 2012a). Hyväksytty aloitusannos on 
3,75/23 mg:aa päivässä. Annosta voidaan nostaa enintään annokseen 15/92 mg:aa 
päivässä. EMA on hylännyt hakemuksen haittavaikutusten vakavuuden ja puutteellisen 
sydänhaittojen selvityksen takia (EMA, Assessment report, 2013). 
 
Rasvakudoksen tuottaman leptiinin arveltiin aikaisemmin olevan tehokas keino 
lihavuuden hoitoon, sillä leptiinipoistogeenisten hiirten todettiin olevan lihavia (Zhang 
ym. 1994). Lihavilla ihmisillä leptiinitasojen on päinvastoin todettu olevan koholla ja 
lihavuuteen on ihmisillä siksi yhdistetty leptiiniresistenssi, jota on yritetty hoitaa 
lääkkeillä. (Considine ym. 1996). Metreleptiinin ja pramlintidiinin tehoa on tutkittu 
sekä erikseen että yhdistelmävalmisteena. Pramlintidiini on amyliinin synteettinen 
muoto (Young ym. 1996). Amyliini on peptidihormoni, joka vaikuttaa aivoissa 
syömistä vähentävästi (Rushing ym. 2000). Sitä vapautuu haiman soluista aterian 
jälkeen suhteessa aterian kokoon (Butler ym. 1990; Fehmann ym. 1990). Pramlintidiini 
on hyväksytty Yhdysvalloissa tyypin 1 ja 2 diabeteksen hoitoon ja sen on todettu 
vähentävän ruoan kulutusta ja kehon painoa lihavilla ihmisillä (Hollander ym. 2004; 
FDA, New drug to treat type 1 and type 2 diabetes, 2005). Metreleptiinin ja 
pramlintidiinin yhdistelmän on ajateltu toimivan synergisesti, kun pitkäkestoinen 
rasvakudoksen signaali leptiini ja lyhytkestoinen kylläisyystekijä amyliini yhdistetään 
(Chan ym. 2009). Rotilla tehdyissä tutkimuksissa on havaittu, että amyliinin anto 
pohjustaa hypotalamuksen reagoimaan voimakkaammin leptiinin vaikutuksille. 
 
Pramlintidiinin ja metreleptiinin yhdistelmä pudottaa painoa ylipainoisilla tai lihavilla 
henkilöillä enemmän verrattuna kumpaankaan lääkeaineeseen yksinään (Ravussin ym. 
2009). Faasin IIa kokeessa yhdistelmävalmistetta saaneet henkilöt pudottivat painoa 
12,7 %:a verrattuna pramlintidiinin 8,4 %:iin ja metreleptiinin 8,2 %:iin. Yleisimmät 
haittavaikutukset olivat injektiopaikan oireet ja pahoinvointi. Faasin IIb kokeessa 
lääkeaineilla saavutetun painon laskun todettiin riippuvan lääkeaineiden annoksesta ja 
lähtöpainosta (Amylin Pharmaceuticals, Press release, 2009). 28 viikon jälkeen 
suurimmalla pramlintidiini ja metreleptiini annoksella saavutettiin keskimäärin 11 %:n 
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painonlasku. Lumelääkeryhmässä paino laski keskimäärin 1,8 %:a ja muilla 
lääkeaineannoksilla noin 5 %:a. Sittemmin valmisteen kehitys on lopetettu. 
 
 
5 KIRJALLISUUSKATSAUKSEN YHTEENVETO JA JOHTOPÄÄTÖKSET 
 
Ruokahalun säätely on monimutkainen prosessi, johon vaikuttavat niin 
keskushermostossa kuin ruoansulatuskanavan alueella esiintyvät peptidit ja 
välittäjäaineet. Keskushermostossa ruokahalun säätelyyn osallistuvia aivoalueita on 
useita, mutta hypotalamuksen alueen tumakkeet, kuten arcuate tumake, ovat niistä 
tärkeimmät. Arcuate tumakkeen alueen NPY/AgRP-hermosolut ja POMC/CART-
hermosolut osallistuvat ruokahalun säätelyyn välittämällä muun muassa leptiinin ja 
insuliinin vaikutuksia. Leptiini ja insuliinin erittyvät suhteessa kehon rasvavarastojen 
määrään ja vaikuttavat aivoissa ruokahalua vähentävästi. Muita energiatasapainon 
säätelyyn osallistuvia peptidejä ja välittäjäaineita ovat esimerkiksi neuropeptidi Y, 
agouti-sukuinen peptidi, pro-opiomelanokortiini, CART-neuropeptidi, melaniinia 
konsentroiva hormoni, endokannabinoidit ja aminergiset välittäjäaineet. Näistä 
neuropeptidi Y:llä on voimakkain ruoan kulutusta lisäävä vaikutus. Myös agouti-
sukuinen peptidi, dopamiini, noradrenaliini (α2-reseptorin stimulaatio) ja melaniinia 
konsentroiva hormoni lisäävät ruoan kulutusta. Ruoan kulutusta vähentäviä signaaleja 
ovat taas CART-neuropeptidi, serotoniini ja noradrenaliini (α1-reseptorin stimulaatio).  
 
Ruoansulatuskanava ja keskushermosto ovat yhteydessä enteerisen hermoston kautta. 
Afferentit hermosyyt vievät aivoille tietoa ruoansulatuskanavan mekaanisista tai 
kemiallisista signaaleista. Ruoansulatuskanavan alueelta erittyvät signaalit voivat joko 
lisätä tai vähentää syömistä. Ainoa tunnettu ruokahalua lisäävä signaali on greliini, joka 
vaikuttaa aivoissa muun muassa hypotalamuksen alueella. Ruokahalua lisääviä 
signaaleja tunnetaan useita. Niistä esimerkiksi kolekystokiniinia, glukagonin kaltaista 
peptidiä 1 ja peptidi YY:tä erittyy ohutsuolen alueelta. Syömistä lisäävät signaalit 
vaikuttavat myös aivoissa ruokahalua säätelevillä alueilla.  
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Lihavuuden lääkehoito on tällä hetkellä rajoittunutta, koska esimerkiksi Euroopassa 
markkinoilla on vain yksi lääkeaine lihavuuden hoitoon (orlistaatti). Yhdysvalloissa 
markkinoille on hyväksytty viime vuosina muutamia uusia lääkeaineita tai -valmisteita 
(lorkaseriini, Qsymia), joiden teho lihavuuden hoidossa on kuitenkin vaatimaton. 
Uusien lääkeaineiden ongelmana ovat olleet haittavaikutukset, joiden takia useita 
myyntilupahakemuksia on hylätty ja joidenkin lääkeaineiden kehitys on kokonaan 
lopetettu. Esimerkiksi melanokortiinireseptoriagonistien ja melaniinia konsentroivan 
hormonin reseptoriantagonistien ongelmana ovat olleet juuri haittavaikutukset. 
Joidenkin lääkeaineiden osalta käynnissä on lisätutkimuksia haittavaikutusten 
ilmaantuvuudesta ja uusia lääkeaineita voidaan saada markkinoille lähivuosina. Osassa 
tapauksissa lääkevaikutuskohteen on arvoitu olevan merkittävä ruokahalua säätelevä 
peptidi tai järjestelmä, mutta kohteen toimintaan vaikuttaminen ei ole auttanut 
painonhallinnassa toivotulla tavalla. Esimerkiksi neuropeptidi Y:n antagonistien ja 5-
HT6-agonistien tapauksessa ongelmana on ollut vaatimaton teho, jonka takia niiden 
käyttökelpoisuutta lihavuuden hoidossa on kritisoitu. Uusien lääkeaineiden kehityksessä 
on hyödynnetty myös jo myyntiluvan saaneita lääkeaineita, joiden on todettu laskevan 
kehon painoa. Esimerkkejä tälläisistä lääkeaineista ovat opioidiantagonistit, kuten 
naloksoni, ja GLP-1 analogit.  
 
Lihavuuden hoidossa on hyödynnetty myös yhdistelmävalmisteita, sillä niiden tehon on 
ajateltu olevan suurempi kuin yksittäisillä lääkeaineilla. Tämän lähestymistavan etuna 
on se, että samanaikaisesti voidaan vaikuttaa usean järjestelmän toimintaan. Yleensä 
teho onkin ollut parempi kuin lääkeaineilla yksinään. Yhdistelmävalmisteissa on myös 
hyödynnetty monia vanhempia lääkeaineita, joiden on todettu vaikuttavan 
painonhallintaan. Fentermiinin ja topiramaatin yhdistelmä on ollut kliinisissä 
tutkimuksissa tehokkain ja se pudottaa painoa suurimmalla annoksella noin 10 %:a. 
Vain harvoilla lääkeaineilla päästään Euroopan lääkeviraston asettamaan tavoitteeseen 
eli 10 %:n painonpudotukseen. Useimmilla lääkeaineilla päästään kuitenkin 5 %:n 
painonpudotukseen, joka on jo riittävä lihavuuteen liittyvien sairauksien ehkäisyn ja 
hoidon kannalta. Katsauksessa esitetyt esimerkit osoittavat, että lääkeaineiden 
kehittäminen lihavuuden hoitoon on erittäin haastavaa, vaikka mahdollisia 
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lääkevaikutuksen kohteita on löydetty useita. Ruokahalun säätely on monimutkaista 
eikä yksittäistä lääkevaikutuksen kohdetta voida nimetä. 
 
 
II KOKEELLINEN OSA 
 
 
6 RUOKAHALUN SÄÄTELY JA TEHOSEULONTA SEEPRAKALALLA 
 
6.1 Ruokahalun säätely seeprakalalla 
 
Seeprakala (Danio rerio) on selkärankainen eläin, joka soveltuu koe-eläimeksi hyvin, 
sillä monet sen fysiologiset prosessit, kuten syömisen säätely, ovat samankaltaisia kuin 
nisäkkäillä (Schlegel ja Stainier 2007). Monia sairauksia voidaan mallintaa 
seeprakalalla (Lieschke ja Currie 2007). Esimerkiksi lihavuutta voidaan mallintaa 
seeprakalalla syöttämällä kaloja palkitsevalla ja korkeaenergisellä ruoalla (Oka ym. 
2010). Ruokahalun säätelyyn liittyvät peptidit ja välittäjäaineet ovat seeprakalalla 
pitkälti samoja kuin nisäkkäillä. Esimerkiksi neuropeptidi Y, agouti-sukuinen peptidi ja 
melatoniini on tunnistettu seeprakalalta (Song ja Cone 2007; Piccinetti ym. 2010; 
Yokobori ym. 2012). Taulukkoon 4 on koottu sentraalisia ja perifeerisiä signaaleja, 
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Taulukko 4. Ruoan kulutukseen vaikuttavat sentraaliset ja perifeeriset signaalit 
seeprakalalla (mukailtu Volkoff ja Peter 2006) 
 Vaikutus ruoan kulutukseen 
Sentraaliset signaalit  
Neuropeptidi Y (NPY) +  
Oreksiinit + 
α-melanosyyttejä stimuloiva hormoni (α-MSH) + 
Agouti sukuinen peptidi (AgRP) + 
CART-peptidi - 
Galaniini + 
Perifeeriset signaalit  
Greliini + 
Leptiini - 
Glukagonin kaltainen peptidi 1 (GLP-1) - 
Insuliini - 
+ stimuloi ruoan kulutusta / - vähentää ruoan kulutusta 
 
 
6.1.1 Sentraaliset signaalit 
 
Neuropeptidi Y on voimakas ruokahalun lisääjä ja evolutiivisesti hyvin säilynyt 
neuropeptidi selkärankaisten keskuudessa (Billington ym. 1991; Blomqvist ym. 1992). 
Joiltakin kalalajeilta on löydetty kaksi muotoa NPY:stä, mutta seeprakalalla on vain 
yksi NPY:n muoto (Sundström ym. 2008; Kamijo ym. 2011). NPY lisää ruoan kulutusta 
nisäkkäiden lisäksi myös seeprakalassa (Yokobori ym. 2012). Ruoan kulutusta lisäävä 
vaikutus välittyy hypotalamuksen alueen hermosolujen kautta. NPY:n määrä 
hypotalamuksessa vaihtelee kalan ruoan saannin mukaan ja paastotetuilla kaloilla 
NPY:n määrä on selvästi kohonnut. Voidaan siis todeta, että NPY toimii seeprakalassa 
oreksigeenisenä molekyylina hypotalamuksen alueella. Seeprakalalla NPY:n 
vaikutukset välittyvät NPY1-reseptorin kautta, jonka rakenne on samankaltainen kuin 
nisäkkäillä (Larsson ym. 2008; Salaneck ym. 2008). 
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Oreksiinit A ja B säätelevät ruokahalua, uni-valverytmiä ja lisääntymistä nisäkkäillä 
(Sakurai ym. 1998; Chemelli ym. 1999; Porkka-Heiskanen ym. 2004). Oreksiinit 
pilkkoutuvat samasta prekursoripeptidistä, jonka rakenne on evolutiivisesti hyvin 
säilynyt selkärankaisten keskuudessa (Kaslin ym. 2004; Wong ym. 2011). Kaloilla 
oreksiinien rakenne eroaa enemmän nisäkkäiden vastaavista rakenteista kuin 
esimerkiksi sammakkoeläimillä. Oreksiinien yliekspressio seeprakalalla edistää 
valvevaihetta ja estää lepoa, joten oreksiinit säätelevät psykomotorista aktiivisuutta ja 
uni-valverytmiä myös kalalla (Prober ym. 2006). Pitkäaikainen paasto lisää 
merkittävästi oreksiinin prekursoripeptidin lähetti-RNA:n määrää seeprakalan aivoissa 
ja oreksiini A stimuloi ruoan kulusta seeprakalassa (Yokobori ym. 2011). Seeprakalalla 
oreksiini A:n aminohapposekvenssi vastaa 32 %:sti ihmisten oreksiini A:n sekvenssiä 
(Wong ym. 2011). Oreksiini B:tä ei ole tutkittu seeprakalassa, mutta sen ei ole havaittu 
vaikuttavan ruoan kulutukseen kultakaloilla (Nakamachi ym. 2006). Seeprakalan 
aivoissa oreksiini vaikuttaa hypotalamuksen preoptisella alueella ja PTN:n (posterior 
tuberal nucleus) alueella (Yokobori ym. 2011). Oreksiini A:n vaikutuksia välittää OX1-
reseptori, sillä reseptorin toiminnan esto antagonistilla vaimentaa oreksiini A:n 
vaikutuksia. Seeprakalalla oreksiini A toimii siis OX1-reseptorin agonistina. 
Seeprakalalta on tunnistettu vain yksi oreksiinireseptori, joka vastaa rakenteellisesti 
nisäkkäiden OX2-reseptoria (Yokogawa ym. 2007; Wong ym. 2011). 
 
Seeprakalalla on tunnistettu POMC alueelta, jonka ajatellaan vastaavan nisäkkäiden 
hypotalamuksen aluetta (Hansen ym. 2003). Myös POMC:sta pilkkoutuvien 
melanokortiinien vaikutuksia välittäviä reseptoreita on löydetty seeprakalasta 
(Ringholm ym. 2002; Logan ym. 2003). Seeprakalalla on yhteensä kuusi 
melanokortiinireseptoria, joista kaksi kopiota on Mc5-reseptoreja. Endogeeninen 
melanokortiiniantagonisti AgRP on myös kloonattu seeprakalasta (Song ym. 2003). 
Seeprakalan AgRP:n aminohapposekvenssi vastaa 36 %:sti ihmisen vastaavaa 
sekvenssiä. Paasto nostaa AgRP:n lähetti-RNA:n määrää ja AgRP:n yliekspressio 
aiheuttaa lihavuutta ja rasvasolujen kasvua seeprakalassa (Song ja Cone 2007). 
 
Myös CART-peptidi ja kannabinoidireseptori 1 on tunnistettu seeprakalalla (Mukherjee 
ym. 2012). Kultakaloilla tehdyssä tutkimuksessa ihmisen CART-peptidin injektio 
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vähensi syödyn ruoan määrää (Volkoff ja Peter 2000). Paaston on myös kultakaloilla 
todettu vähentävän CART-peptidin lähetti-RNA:n määrää aivoissa (Volkoff ja Peter 
2001). Voidaan siis olettaa, että CART-peptidi toimii myös seeprakaloilla ruokahalua 
vähentävänä tekijänä. Kannabinoidireseptori 1 ilmentyy seeprakalan hypotalamuksen 
alueella (Lam ym. 2006). Kannabinoidireseptorigeenin toiminnan esto vähentää 
lokomotorista aktiivisuutta ja sen on ajateltu säätelevän ruokahalua samalla tavoin 
seeprakaloilla kuin nisäkkäilläkin (Shimada ym. 2012). 
 
6.1.2 Perifeeriset signaalit 
 
Ruokahaluun vaikuttavat leptiini ja greliini on tunnistettu seeprakalassa (Amole ja 
Unniappan 2009; Gorissen ym. 2009). Seeprakalalla on kaksi leptiiniä koodaavaa 
geeniä, joiden aminohapposekvenssit vastaavat vain 18 %:sti ihmisen leptiiniä 
(Gorissen ym. 2009). Leptiinin vaikutuksia ruoan kulutukseen ei ole tutkittu 
seeprakalalla, mutta kultakaloilla leptiinin anto vähentää ruoan kulutusta (Volkoff ym. 
2003). Greliini stimuloi ruoan kulutusta nisäkkäillä ja kaloilla (Wren ym. 2000; 
Unniappan ja Peter 2005). Nisäkkäillä melatoniinin, leptiinin ja greliinin on todettu 
vuorovaikuttavan ruokahalun säätelyssä keskenään, sillä melatoniinin anto vähentää 
seerumin leptiinin ja greliinin määrää rotilla (Canpolat ym. 2001; Mustonen ym. 2001). 
Melatoniinin on todettu vaikuttavan ruoan kulutukseen myös kaloilla (Piccinetti ym. 
2010). Melatoniini lisää leptiinigeenin ilmentymistä ja Mc4-reseptorin lähetti-RNA:n 
määrää annosriippuvaisesti. Melatoniini vähensi myös greliinigeenin ja NPY-geenin 
ilmentymistä ja CB1-reseptorin lähetti-RNA:n määrää. Voidaan siis todeta, että 
melatoniini vaikuttaa selvästi ruokahalua säätelevään järjestelmään seeprakalassa. 
 
Seeprakalalla insuliinin vaikutukset ovat samansuuntaisia kuin nisäkkäillä. 
Seeprakalalla insuliinigeenin toiminnan esto lisää syödyn ruoan määrää (Shimada ym. 
2012). Insuliinin reseptorit a ja b ilmentuvät seeprakalan aivoissa ja säätelevät 
metabolista tasapainoa yhdessä greliinin kanssa (Cruz ym. 2010). Insuliinin osallistuu 
siis ruokahalun säätelyyn myös seeprakalalla. 
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6.2 Seeprakalan syömiskäyttäytyminen 
 
Syömiskäyttäytyminen käsitteenä sisältää useita syömiseen liittyviä käyttäytymisen 
vasteita, kuten ruokailutottumukset, ruoan havaitseminen, ruokailun toistuminen ja 
tietyn ruoan suosiminen (Volkoff ja Peter 2006). Yleensä nälkä ajaa eläimen syömään, 
jolloin ruoan etsintä nopeutuu ja ruoan valinta-aika lyhenee. Kalan 
syömiskäyttäytymiseen vaikuttavat elinympäristön olosuhteet, kuten lämpötila, 
valorytmi ja veden suolapitoisuus. Kaloilla ruoan kulutuksessa on yleensä suurta 
vaihtelua. Kala voi siis syödä suuren aterian silloin, kun siihen on mahdollisuus ja 
lykätä seuraavaa ateriaa. Esimerkiksi kultakaloilla ruoan kulutuksessa on havaittu suurta 
vaihtelua ad libitum ruokinnalla. 
 
Seeprakalalla syömiskäyttäytymistä ohjaa ensisijaisesti näköaisti (Gahtan ym. 2005). 
Saalistus koostuu useista erillisistä motorisista liikkeistä, joita kala yhdistelee 
asettuakseen optimaalisesti saaliiseen nähden (McElligott ja O´Malley 2005). 
Seeprakalan poikaset alkavat saalistaa liikkuvaa ja elävää ruokaa viiden päivän ikäisenä. 
Kalanpoikaset reagoivat pieniin liikkuviin pisteisiin, joita kala seuraa silmien ja muun 
kehon liikkeillä (Bianco ym. 2011). Ne reagoivat myös pisteiden nopeuteen. Jos pisteen 
koko kasvaa liian suureksi, muuttuu kalanpoikasten käytös saalistuksesta 
pakoliikkeisiin. 
 
6.3 Seeprakala tehoseulonnassa 
 
Tehoseulonnan tarkoituksena on etsiä tiettyyn lääkevaikutuskohteeseen vaikuttavia 
aineita seulomalla suuri joukko yhdisteitä ja viemällä näin löydetyt molekyylit 
jatkokehitykseen (Mayr ja Bojanic 2009). Tehoseulottavien yhdisteiden määrä voi olla 
erittäin suuri, joten käytettävien menetelmien tulisi olla mahdollisimman yksinkertaisia 
ja nopeita. Lääkekehityksen yksi haaste on tunnistaa ja valita ne lääkekehityksen 
kohteet, joiden toimintaa muokkaamalla sairauden oireita voidaan helpottaa ilman 
vakavia haittavaikutuksia (Lindsay 2003). Seeprakala soveltuu hyvin lääkevaikutusten 
kohteen selvittämiseen, sillä sen geenien ilmentymistä ja toimintaa voidaan tutkia 
  41 
suhteellisen helposti in situ hybridisation ja morfoliino-oligonukleotidien avulla 
(Nasevicius ja Ekker 2000; Thisse ja Thisse 2008). 
 
Seeprakalan käyttö koe-eläimenä on lisääntynyt (Eisen 1996). Sen hyviä puolia 
tutkimuskäytössä on pieni koko, nopea kasvu, ulkoinen hedelmöittyminen ja 
kalanpoikasen läpinäkyvyys ensimmäisten päivien ajan (Peal ym. 2010). Seeprakalan 
alkiot ovat alle millimetrin mittaisia ja aikuisenakin kala on vain muutaman sentin 
pituinen, joten se ei vaadi yhtä paljon tilaa kuin esimerkiksi jyrsijät. Kalan poikaset 
kuoriutuvat kolmen vuorokauden jälkeen ja niiden ruoansulatuskanava on kehittynyt 
täysin viidenteen päivään mennessä (Wallace ja Pack 2003). Kalan läpinäkyvyys on 
selvä etu muihin eläimiin verrattuna, sillä esimerkiksi vatsan sisältö voidaan nähdä 
suoraan kalan läpi eikä elimiä tarvitse välttämättä poistaa. Fluoresenssia hyödyntämällä 
voidaan edelleen parantaa käytetyn menetelmän herkkyyttä tutkittavaa asiaa kohtaan 
(Farber ym. 2001). 
 
Kemiallisten aineiden seulontaan seeprakala soveltuu hyvin, koska tutkittavat aineet 
voidaan lisätä veteen, eikä injektioita tarvita (Peal ym. 2010). In vivo -mallia 
käyttämällä voidaan tutkia aineen vaikutusta koko eliöön, mikä ei ole mahdollista in 
vitro -malleilla. Esimerkiksi tutkitun aineen toksisuus voi jäädä huomaamatta 
solumalleissa. Seeprakalan käyttöä seulonnassa helpottaa se, että kala voidaan laittaa 
suoraan kuoppalevylle ja tulokset lukea levyltä. Seeprakalan alkioita voidaan laittaa 
useita jopa 384-kuoppalevylle (Zon ja Peterson 2005). Käyttämällä vähintään 96-
kuoppalevyä päästään kuitenkin tehokkaaseen ja nopeaan seulontaan. Seeprakalalla 
saavutettavan seulonnan tehokkuus on parempi kuin nisäkkäillä. Seeprakalalla seulonta 
on paljon edullisempaa, se kuluttaa vähemmän tutkittavaa yhdistettä, vie vähemmän 
tilaa ja mahdollistaa yksinkertaisemman fenotyypityksen kuin nisäkkäillä tehtävissä 
seulonnoissa. 
 
6.4 MANF:n, th2:n ja galaniinin rooli syömisen säätelyssä 
 
MANF (mesencephalic astrocyte derived neurotrophic factor) -proteiini kuuluu samaan 
hermokasvutekijä perheeseen yhdessä CDNF:n (cerebral dopamine neurotrophic factor) 
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kanssa (Petrova ym. 2003). MANF:n on todettu suojelevan dopaminergisiä hermosoluja 
vaurioilta Parkinsonin taudin eläinmalleissa (Voutilainen ym. 2009). Hermoston 
ulkopuolella MANF:n on todettu suojaavan solua ER-stressiä (endoplasmic reticulum, 
ER) ja apoptoosia vastaan (Apostolou ym. 2008; Hellman ym. 2011). Seeprakaloilla 
MANF:n on todettu vaikuttavan dopaminergisen hermojärjestelmän kehittymiseen, sillä 
MANF-geenin toiminnan esto vähentää dopamiinin määrää ja 
tyrosiinihydroksylaasigeenien (th) ilmentymistä (Chen ym. 2012). MANF:n ei ole 
todettu vaikuttavan ruokahalun säätelyyn, mutta koska lisääntynyt ER-stressi on 
yhdistetty lihavuuteen, insuliiniresistenssiin ja tyypin 2 diabetekseen, voisi MANF:lla 
olla vaikutuksia syömiskäyttäytymiseen (Özcan ym. 2004). 
 
Dopamiini ja noradrenaliini ovat tärkeitä katekoliamiineja keskushermostossa (Smeets 
ja Gonzáles 2000; Björklund ja Dunnett 2007). Dopamiini säätelee muun muassa 
liikeaktiivisuutta, käyttäytymistä, motivaatiota ja palkitsevia vaikutuksia. Noradrenaliini 
säätelee autonomisen hermoston toimintaa ja muun muassa keskittymistä ja 
palkitsemisjärjestelmää aivoissa. Seeprakalan noradrenerginen järjestelmä muistuttaa 
nisäkkäiden vastaavaa järjestelmää, mutta dopaminergisessä järjestelmässä on selkeitä 
eroja lajien välillä (Ma 1994; Ma 1997). Kaikkia nisäkkäiltä löytyviä dopaminergisiä 
soluryhmiä ei ole seeprakalalla, mutta esimerkiksi hypotalamuksen alueella nisäkkäiden 
dopaminergisiä hermoratoja vastaavat rakenteet löytyvät seeprakalalta (Kaslin ja Panula 
2001). Tyrosiinihydroksylaasi muuttaa ravinnon tyrosiinin L-dopaksi, joka edelleen 
syntetisoituu dopamiiniksi ja noradrenaliiniksi (Nagatsu ym. 1964). 
Tyrosiinihydroksylaasia on vain katekoliamiineja syntetisoivissa soluissa. Seeprakalalla 
genomin kahdentuminen evoluution aikana on johtanut kahden tyrosiinihydroksylaasia 
koodaavan geenin ilmentymiseen, th1 ja th2 (Candy ja Collet 2005). Sekä th1:n että 
th2:n on todettu ilmentyvän muun muassa seeprakalan hypotalamuksen alueella 
(Holzschuh ym. 2001; Filippi ym. 2010). 
 
Galaniini on neuropeptidi, jota esiintyy laajalti selkärankaisten keskus- ja 
ääreishermostossa (Ch´ng ym. 1985; Melander ym. 1986). Se ilmentyy samoissa 
hermosoluissa esimerkiksi serotoniinin ja noradrenaliinin kanssa ja saa aikaan 
voimakkaan synapsien toimintaa estävän vaikutuksen vähentämällä muiden 
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välittäjäaineiden vapautumista (Zini ym. 1993; Hökfelt ym. 1998). Galaniinin on 
havaittu vaikuttavan muun muassa kipuun, oppimiseen ja syömiseen (Kyrkouli ym. 
1990; Wrenn ja Crawley 2001; Liu ja Hökfelt 2002). Hermoston toiminnan 
häiriintyminen lisää galaniinigeenin ilmentymistä. Galaniinin määrä nousee esimerkiksi 
ääreishermoston vaurion jälkeen (Hökfelt ym. 1987; Villar ym. 1989). Hiirillä galaniini 
säätelee hippokampuksen kolinergisten hermosolujen ja sensoristen hermosolujen 
kehitystä ja regeneraatiota (Holmes ym. 2000; O´Meara ym. 2000). Seeprakalalla 
galaniinigeeni tuottaa kahta peptidiä, galaniinia ja GMAP:tä (galanin message-
associated peptide) (Podlasz ym. 2012). Seeprakalan galaniinin aminohapposekvenssi 
vastaa 77 %:sesti ihmisen galaniinin aminohapposekvenssiä. Galaniinigeenin toiminnan 
esto morfoliino-oligonukleotideillä ei aiheuta morfologisia epänormaaliuksia tai 
muutoksia tyrosiinihydroksylaasi 1 tai 2, koliiniasetyylitransferaasin, histidiini 
dekarboksylaasin tai oreksiinin lähetti-RNA:ssa. Galaniini ei siis seeprakalalla vaikuta 
näiden hermojärjestelmien kehittymiseen. Kaloilla galaniinin on todettu vaikuttavan 
ruokahaluun, sillä kultakaloilla galaniini stimuloi ruoan kulutusta ja sen lähetti-RNA:n 
määrä vähenee aterian jälkeen (De Pedro ym. 1995; Unniappan ym. 2004). 
 
6.5 Tutkimuksen tavoite 
 
Tämän pro gradu -työn tarkoituksena oli seeprakalan syömiskäyttäytymisen ja siihen 
vaikuttavien lääkeaineiden tehon tutkiminen uudella kehitetyllä menetelmällä, jonka 
avulla voidaan mitata seeprakalan syömä ruokamäärä ja tutkia tiettyjen lääkeaineiden 
vaikutusta kalan syömiskäyttäytymiseen. Menetelmän tuoma hyöty voisi olla suuri 
uusien syömiseen vaikuttavien lääkeaineiden tehon määrittämisessä tai eri geenien 
syömiseen vaikuttavan voimakkuuden tutkimisessa. 
 
Kalojen syömä ruokamäärä määritettiin fluoresenssin avulla. Fluoresoivalla aineella 
leimatut rataseläimet mahdollistavat ruoan määrän arvioinnin suoraan kalan vatsasta. 
Rataseläimet soveltuvat hyvin kalan ruoaksi, koska ne sisältävät tarvittavat 
ravintoaineet kalan kasvun ylläpitoon ja ovat tarpeeksi pieniä, jotta myös kalanpoikaset 
voivat niitä syödä (Hoff ja Snell 2004). Shimada työryhmineen (2012) on kehittänyt 
menetelmän seeprakalan syömän ruoan määrittämiseksi. Seeprakalan ruokana tässä 
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mallissa käytetään tohvelieläimiä ja kalojen ruokinta ja lääkeainekäsittelyt toteutetaan 
6-kuoppalevyllä. Rataseläinten käyttöä tohvelieläimien sijaan puoltaa kuitenkin se, että 
niiden viljely on helpompaa ja, että ne tukevat kalan kasvua paremmin (Best ym. 2010). 
Menetelmän heikkoutena voidaan myös pitää 6-kuoppalevyn käyttöä, sillä se ei vastaa 
tehoseulonnan vaatimuksia. Tässä pro gradu -työssä tarkoituksena oli määrittää sekä se 
kuoppalevyn koko, jossa viiden päivän ikäiset seeprakalat syövät normaalisti että 
ruokinnan optimaalinen kesto. Tehoseulonnan kannalta optimaalinen kuoppalevyn koko 
olisi 96-kuoppalevy, sillä se mahdollistaisi kalojen syötön, lääkeainekäsittelyn ja 
tulosten luennan samalla levyllä. Näin seulonnan tehokkuus olisi riittävän suuri. 
Menetelmän toimivuutta lääkeaineiden tehon selvittämisessä tutkittiin kolmen eri 
lääkeaineen (fluoksetiini, sibutramiini ja rimonabantti) avulla. Lääkeaineet valikoituivat 
tutkimukseen sen takia, että niiden on todettu vähentävän ruoan kulutusta sekä ihmisillä 




7 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 
7.1 Rataseläimet ja niiden leimaaminen 
 
Rataseläimet ovat yksi planktonin pääryhmistä (Hoff ja Snell 2004). Rataseläinlajeja 
tunnetaan noin 2000, joista suuri osa elää makean veden alueilla. Suurin osa 
rataseläimistä on pieniä kasvinsyöjiä (pituus alle 400 µm). Rataseläimet ovat helppoa 
saalista kalan poikasille hitaan uintinopeutensa ja kokonsa takia. Tutkimuksessa 
käytettiin kahta rataseläinlajia, joista toinen oli makean veden laji Brachionus 
calyciflorus ja toinen suolaisen veden laji Brachionus plicatilis. Molemmilla lajeilla on 
partenogeneettinen elämänkierto ja suurin osa ajasta vietetään suvuttoman 
lisääntymisen vaiheessa. Suvuton lisääntyminen mahdollistaa nopean lisääntymisen, 
mikä on yksi rataseläinviljelmän eduista. Tutkimuksessa käytettiin kahta rataseläinlajia, 
koska B. calyciflorus-lajin kasvattamisessa ilmeni ongelmia kesken tutkimuksen. 
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Rataseläinten kystat tilattiin Zebrafish Management Ltd:stä (Winchester, Iso-Britannia). 
Rataseläinten viljely toteutettiin valmistajan ohjeiden mukaan. 3000–5000 kystaa 
lisättiin petrimaljalle, joka sisälsi noin 1‒1,5 senttimetriä vanhennettua systeemivettä 
(kloorin haihduttamiseksi vettä seisotettu muutaman päivän ajan) tai suolavettä (10–15 
ppm). Petrimaljaa inkuboitiin huoneenlämmössä jatkuvassa valossa. Rataseläimet 
kuoriutuvat tavallisesti 24–72 tunnin kuluessa veteen laitosta. 24 tunnin jälkeen 
petrimaljalle lisättiin pieni määrä ruokaa. 48 tunnin kuluttua viljelmä siirrettiin 500 
millilitran astiaan ja jatkuva ilmastus aloitettiin. 96 tunnin kohdalla viljelmä siirrettiin 2 
litran muovipulloon. Ruokintaa jatkettiin kerran päivässä joka päivä viljelmän koon 
mukaan. Rataseläimet ruokittiin fytoplanktonilla tai kuivatulla ruoalla (dry invert feed) 
(Zebrafish Management Ltd, Winchester, Iso-Britannia.). Kun rataseläinten tiheys 
saavutti halutun tason, noin puolet pullosta suodatettiin 53 mikrometrin huokoskoon 
suodattimen (Florida Aqua Farms Inc., Dade City, Florida, Yhdysvallat) läpi. 
Rataseläimet huuhdottiin petrimaljalle vanhennetulla systeemivedellä tai suolavedellä ja 
leimattiin DiI (V-22885; ex/em 549/565 nm) tai DiO (V-22886; ex/em 484/501 nm) 
soluleimaliuoksella (Vybrant™ Cell-Labeling Solutions, Life Technologies, Carlsbad, 
California, Yhdysvallat) (1 µl/ml). DiI ja DiO ovat hyvin lipofiilisiä karbosyaniini 
väriaineita (Haugland 2002). Ne voidaan lisätä suoraan solujen väliaineeseen, jossa ne 
värjäävät tasaisesti kaikki solut. Lipofiiliset karbosyaniinit ovat heikosti fluoresoivia 
vedessä, mutta solukalvoon liitettynä ne fluoresoivat voimakkaasti. DiI ja sen vastineet 
eivät yleensä ole toksisia. Rataseläimiä leimattiin kolme tuntia huoneenlämmössä, jonka 
jälkeen rataseläimet suodatettiin 53 µm huokoskoon suodattimen läpi ja huuhdeltiin 
vanhennetulla systeemivedellä tai suolavedellä ylimääräisen väriaineen poistamiseksi. 
Kuvassa 4 on esitetty suolaisen veden rataseläin kirkaskuvassa ja fluoresenssikuvassa. 
 
Rataseläinten fluoresenssi määritettiin fluoresenssimikroskoopin (Leica MZFLIII, Fluo 
III™) avulla kolmen mittauksen keskiarvona. Rataseläimet leimattiin, kuten edellä on 
kerrottu ja siirrettiin kuoppalasille 80 % glyseroliin. Kuvat rataseläimistä otettiin 
samoilla asetuksilla kuin kaloista (Nikon Coolpix 4500MDC Lens; asetukset P 1/60, 
F2.6, fine image quality). Kuvat analysoitiin MacBiophotonics ImageJ-ohjelmalla. 
Kuvista analysoitiin korjattu kokonaissolujen fluoresenssi (corrected total cell 
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fluorescence, CTCF). CTCF = integroitu tiheys – (valittujen solujen pinta-ala x taustan 
keskiarvo). Mittauksista muodostettiin standardisuora rataseläinten fluoresenssille. 
 
 
Kuva 4. Suolaisen veden rataseläinlaji, Brachionus plicatilis, kuvattuna 20-kertaisella 
suurennoksella kirkaskuvassa (A) ja fluoresenssikuvassa (B). Rataseläintä on leimattu 
kolmen tunnin ajan 1µl/ml DiI-liuoksessa, jonka jälkeen ylimääräinen DiI on huuhdeltu 





Seeprakalan poikasia (0-4 days post-fertilization (dpf)) (wt turku) kasvatettiin ennen 
ruokintakokeen alkua inkubaattorissa 28  C:ssa 14/10 tunnin valorytmissä E3:ssa (5 mM 
NaCl, 0,17 mM KCl, 0,33 mM CaCl2, 0,33 mM MgSO4). Ruokintakokeen alussa 
seeprakalat olivat viiden päivän ikäisiä (5 dpf), jolloin ruoansulatuskanava on kehittynyt 
tarpeeksi, kala on vielä läpinäkyvä ja mahtuu hyvin 96-kuoppalevylle. Ruokintakokeita 
tehtiin 6-, 24-, 48- ja 96-kuoppalevyllä (VWR® Tissue Culture Plates). 48- ja 96-
kuoppalevyillä kalat olivat kuopissa tiheydellä 1 kala / kuoppa. 24-kuoppalevyllä 
jokaisessa kuopassa oli kaksi kalaa. 6-kuoppalevyllä kalojen tiheys vaihteli 6‒12 kalaa / 
kuoppa. Lääkeaineet lisättiin kuoppalevyille joko kolme tai 24 tuntia ennen 
ruokintakokeen alkua. Syömiseen vaikuttavina lääkeaineina käytettiin 
fluoksetiinihydrokloridia (Enzo Life Sciences, Farmingdale, New York, Yhdysvallat), 
sibutramiinihydrokloridia (Enzo Life Sciences, Farmingdale, New York, Yhdysvallat) 
ja rimonabanttihydrokloridia (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Yhdysvallat). 
Orlistaattia (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Yhdysvallat) käytettiin myös 
menetelmän testaamiseen. Lääkeaineista tehtiin kantaliuokset (10 mM) 
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dimetyylisulfoksidiin (DMSO), sillä kemikaalikirjastoissa käytetään yleensä tätä 
konsentraatiota. Ylimäärä rataseläimiä lisättiin kuoppalevyille lääkeaineiden lisäämisen 
jälkeen ja kaloja inkuboitiin 28  C:ssa tarvittava aika. Ruokintakokeen jatkuessa kaksi 
päivää tai enemmän, kuopissa oleva vesi vaihdettiin päivittäin ja lääkeaineet sekä 
rataseläimet lisättiin veden vaihdon jälkeen, kuten aikaisemmin on esitetty. 
 
7.3  Morfoliino-oligonukleotidi injektiot 
 
Antisense morfoliino-oligonukleotidit ovat synteettisiä molekyylejä, jotka sitoutuvat 
komplementaarisella emäspariutumisella RNA:han (Heasman 2002). Morfoliinojen 
perusrakenne sisältää morfoliinorenkaan (C4H9NO) riboosirenkaan tilalla, mutta ne 
sitovat samoja emäsrakenteita kuin muu geneettinen materiaali. Ne estävät pre-lähetti-
RNA:n silmukointia tai lähetti-RNA:n translaatiota. Niiden on todettu olevan spesifisiä, 
stabiileja ja tehokkaita. Morfoliino-oligonukleotidien aikaansaama geenien toiminnan 
esto ei ole pysyvää. Vaikutusaika riippuu kohteen lähetti-RNA:n transkriptiosta ja 
translaatiosta sekä injektoidusta annoksesta, joten vaikutusaika täytyy määrittää 
jokaiselle kohdegeenille erikseen. Tutkimuksessa käytettiin kolmea eri morfoliino-
oligonukleotidia (MO) geenien toiminnan estämiseksi sekä standardi-morfoliinoa 
kontrollina (Gene Tools LLC, Philomath, Oregon, Yhdysvallat). Morfoliinojen 
sekvenssit on esitelty taulukossa 5. MANF-, th2-, galaniini- ja standardi-morfoliinojen 
annos oli neljä nanogrammaa. Morfoliinoihin oli lisätty fluoresiini-molekyyli 3´-
päähän, jotta injektion onnistuminen voitiin varmistaa fluoresenssimikroskoopilla. 
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Taulukko 5. Tutkimuksessa käytetyt morfoliino-oligonukleotidit.  
Kohdegeeni MO 
nimi 
























Galaniini gal-MO ACTGGTAATATTCCCGCCTCTTCTG Translaation esto 





Kuvantamista varten kalat fiksattiin 4 % paraformaldehydissä (PFA) (Sigma-Aldrich) 
tunnin ajan. Fiksauksen jälkeen kaloja huuhdeltiin kolme kertaa 10 minuuttia 
fosfaattipuskuroidussa suolaliuoksessa (PBS). Kalat siirrettiin 96-kuoppalevylle 
(Packard, ViewPlate™-96, black frame with clear bottom) 80 %:seen glyseroliin. 
Vatsansisäinen fluoresenssi mitattiin Acumen eX3 levynlukijalla (asetukset: data 
collection level: assay development (medium), voltage 500, sensitivity 3, thresholding 
shot; peak intensity- ja maximum- arvot mitattiin). Kaloja tarkasteltiin myös 
fluoresenssimikroskoopilla (Leica MZFLIII, Fluo III™) kuvien ottamista varten (Nikon 
Coolpix 4500MDC Lens; asetukset: P 1/60, F2.6, fine image quality). Kuvat 
analysoitiin MacBiophotonics ImageJ-ohjelmalla. Kuvista analysoitiin korjattu 
kokonaissolujen fluoresenssi. CTCF = integroitu tiheys – (valittujen solujen pinta-ala x 
taustan keskiarvo). 
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7.5 Tilastollinen analyysi 
 
Tulokset on esitetty keskiarvoina ± keskivirhe (SEM). Ryhmien väliset erot on 
analysoitu GraphPad Prim -ohjelmalla (v.4.1, Graphpad Software, Inc.) käyttämällä 
yksi- tai kaksisuuntaista varianssianalyysiä. Tilanteissa, joissa aineisto ei ollut 
normaalisti jakautunut, käytettiin Kruskall-Wallis – testiä. Jatkoanalyysimenetelmänä 
Kruskall-Wallisin testille käytettiin Dunnin monivertailuanalyysiä. Rataseläinten 
standardisuoran arvot laskettiin kolmen määrityksen keskiarvoina. Lineaarinen suora 





Kuvassa 5 on esitetty ruokintakokeen toteutus yksinkertaistettuna kaaviona. 
Lääkeainekäsittelyn pituus ja seeprakalojen ruokinnan kesto leimatuilla rataseläimillä 
vaihtelivat koeasetelman mukaan. Seeprakaloja ruokittiin aina joko leimaamattomilla 
tai DiI tai DiO leimatuille rataseläimillä. Tämän lisäksi joillekin tutkimusryhmille 
annettiin neljää käytetyistä lääkeaineista. Leimattujen rataseläinten fluoresenssille 
määritettiin standardisuora (kuva 6). Fluoresenssin intensiteetin voidaan todeta 




Kuva 5. Kaaviokuva ruokintakokeen toteutuksesta.  
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Kuva 6. Korrelaatio rataseläinten lukumäärän ja fluoresenssin välillä. y = 1E+06x – 
1E+06, R
2 
= 0,9753. Rataseläimiä leimattiin kolmen tunnin ajan 1 μl/ml DiI-liuoksessa, 
jonka jälkeen ylimääräinen DiI huuhdeltiin pois ja ratasreläimet siirrettiin pisaraan 80 
%:sta glyserolia kuvan ottamista varten. Standardisuoran arvot on laskettu kolmen 
määrityksen keskiarvona. Lineaarinen suora sovitettiin kulkemaan pisteiden kautta. 
 
 
8.1 Fluoresenssimikroskoopilla analysoidut tulokset 
 
Kuoppalevyn koon vaikutusta seeprakalojen syömän ruoan määrään tutkittiin 6-, 24-, 
48- ja 96-kuoppalevyillä. Halusimme selvittää onko ruokinta mahdollista toteuttaa 
suoraan 96-kuoppalevyllä vai tarvitsevatko seeprakalat enemmän tilaa syödäkseen 
normaalisti. Kahden päivän ruokinnalla 6- ja 96-kuoppalevyjen todettiin eroavan 
tilastollisesti merkitsevästi toisistaan (p < 0,05) (kuva 7A). Kolmen päivän ruokinnalla 
erot eri kuoppalevyjen välillä eivät olleet merkitseviä, mutta 48- ja 96-kuoppalevyillä 
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Kuva 7. Erikokoisten kuoppalevyjen vaikutus seeprakaloista mitattuun fluoresenssin 
intensiteettiin. (A) Seeprakaloja ruokittiin kahden päivän ajan DiI leimatuilla 
rataseläimillä 6- (n=13), 24- (n=16), 48- (n=22) tai 96-kuoppalevyllä (n=23). Kaikki 
arvot keskiarvo ± SEM. Fluoresenssin 6- ja 96-kuoppalevyjen välillä havaittiin eroavan 
merkitsevästi toisistaan (Kruskall-Wallis, * p < 0,05). (B) Seeprakaloja ruokittiin 
kolmen päivän ajan DiI leimatuilla rataseläimillä 6- (n=5), 48- (n=6) tai 96-
kuoppalevyllä (n=11). Kaikki arvot ovat keskiarvo ± SEM. Kolmen päivän ruokinnalla 
tilastollisesti merkitseviä eroja ei saatu eri levyjen välillä. 
 
 
Kuoppalevyjen koon lisäksi tutkittiin ruokinta-ajan vaikutusta seeprakalojen syömän 
ruoan määrään (kuva 8). Ruokinnan kestoa vaihdeltiin yhdestä päivästä neljään päivään. 
Seeprakalojen vatsasta mitattu fluoresenssin intensiteetti kasvoi selkeästi, kun 
ruokinnan kestoa pidennettiin. 6-kuoppalevyllä kolmen ja neljän päivän ruokinta-ajat 
erosivat tilastollisesti merkitsevästi yhden päivän ruokinta-ajasta (p < 0,05; p <0,01, 
tässä järjestyksessä) (kuva 8A). Myös 96-kuoppalevyllä kolmen päivän ruokinta-aika 
erosi tilastollisesti merkitsevästi yhden päivän ruokinta-ajasta (p < 0,001) (kuva 8B). 
 
Kuva 8. Ruokinta-ajan vaikutus seeprakaloista mitattuun fluoresenssin intensiteettiin. 
(A) Seeprakaloja ruokittiin DiI leimatuilla rataseläimillä 1-4 päivän ajan 6-
kuoppalevyllä (n=6). Kaikki arvot ovat keskiarvo ± SEM. Kolmen ja neljän  päivän 
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ruokinta eroaa tilastollisesti merkittävästi yhden päivän ruokinnasta (Kruskall-Wallis, * 
p < 0,05; Kruskall-Wallis, ** p < 0,01, tässä järjestyksessä). (B) Seeprakaloja ruokittiin 
yhden (n=10), kahden (n=11) tai kolmen (n=10) päivän ajan 96-kuoppalevyllä. Kaikki 
arvot ovat keskiarvo ± SEM. Kolmen päivän ruokinta eroaa tilastollisesti merkitsevästi 
yhden päivän ruokinnasta (Kruskall-Wallis, *** p < 0,001). 
 
 
Syömiseen vähentävästi vaikuttavien lääkeaineiden (fluoksetiini, sibutramiini ja 
rimonabantti) sekä orlistaatin vaikutusta seeprakalojen syömän ruoan määrään tutkittiin 
96-kuoppalevyllä (kuva 9). Yhden päivän ruokinnalla eroja DiI leimatuilla 
rataseläimillä ruokittujen (kontrolli) ja eri lääkeaineita saaneiden seeprakalojen välille ei 
saatu (kuva 9A). Kahden päivän ruokinnalla ero fluoksetiinia saaneiden ja vain DiI 
leimattuja rataseläimiä saaneiden seeprakalojen välillä oli tilastollisesti merkitsevä (p < 
0,001) (kuva 9B). 
 
 
Kuva 9. Lääkeainekäsittelyn vaikutus syödyn ruoan määrään. (A) Seeprakaloja 
ruokittiin yhden päivän ajan DiI leimatuilla rataseläimillä 96-kuoppalevyllä. 
Lääkeainekäsittely (1 μM pitoisuus kuoppalevyn kuopissa) aloitettiin 24 tuntia ennen 
ruokintakokeen alkua. Kaikki arvot ovat keskiarvo ± SEM. Yhden päivän ruokinnalla ei 
saatu tilastollisesti merkitseviä eroja ryhmien välillä (Kruskall-Wallis). Leimaamaton, 
fluoksetiini ja rimonabantti n=14; DiI, sibutramiini ja orlistaatti n=13. (B) Seeprakaloja 
ruokittiin kahden päivän ajan leimaamattomilla tai DiI leimatuilla rataseläimillä 96-
kuoppalevyllä. Lääkeainekäsittely (1 μM pitoisuus kuoppalevyn kuopissa) aloitettiin 
kolme tuntia ennen ruokintakokeen alkua. Kaikki arvot ovat keskiarvo ± SEM. DiI 
ruokittu ryhmä (n=23) erosi tilastollisesti merkitsevästi sekä leimaamattomilla 
rataseläimillä ruokitusta ryhmästä (n=11) että fluoksetiinia saaneesta ryhmästä (n=23) 
(Kruskall-Wallis, *** p < 0,001). 
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Kuvassa 10 on esitetty kuoppalevyn koon ja fluoksetiinikäsittelyn vaikutusta 
seeprakalan syömään ruokamäärään. Sekä 48- että 96-kuoppalevyillä fluoksetiini 




Kuva 10. Kuoppalevyn koon ja fluoksetiinikäsittelyn (1 μM) vaikutus syödyn ruoan 
määrään. Seeprakaloja ruokittiin kahden päivän ajan 48- (n=44) tai 96-kuoppalevyllä 
(n=46) DiI leimatuilla rataseläimillä. Molemmilla levyillä puoleen kuopista (n=22 ja 
n=23, tässä järjestyksessä) lisättiin 1 μM pitoisuus fluoksetiinia kolme tuntia ennen 
ruokintakokeen alkua. Kaikki arvot ovat keskiarvo ± SEM. Sekä 48- että 96-
kuoppalevyllä fluoksetiinikäsittely vähensi syödyn ruoan määrää tilastollisesti 
merkitsevästi (kaksisuuntainen varianssianalyysi, ** p<0,01, *** p < 0,001). 
 
 
Kuvan 11 vasemmalla puolella on esimerkkejä kalan vatsasta kuvatun fluoresenssin 
intensiteetistä. Erot fluoresenssin intensiteetissä eri lääkeaineita saaneiden ryhmien 
välillä voidaan selkeästi todeta. Fluoksetiinin annoksilla 1 μM ja 3 μM sekä 
rimonabantin annoksilla 3 μM fluoresenssin intensiteetti vähenee selkeästi verrattuna 
vain DiI leimattuja rataseläimiä saaneisiin seeprakaloihin. Sama voidaan todeta kuvista 
analysoiduista tuloksista (kuva 11, oikea puoli), joissa sekä fluoksetiinia (1 μM ja 3 
μM) saaneet ryhmät, että rimonabanttia (3 μM) saanut ryhmä syövät tilastollisesti 
merkitsevästi vähemmän verrattuna DiI leimattuja rataseläimiä syöneiden ryhmään (p < 
0,001). 
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Kuva 11. Lääkeainekäsittelyn vaikutus syödyn ruoan määrään. Kuvan vasemmalla 
puolella on esitetty kuvat fluoresenssin intensiteetistä kalan vatsassa leimaamattomien 
tai DiI leimattujen rataseläinten kahden tunnin ruokinnan jälkeen. (A-H) kirkaskuvat; 
(a-h) fluoresenssikuvat. (A, a): leimaamaton rataseläin; (B, b): DiI leimattu rataseläin; 
(C, c): DiI leimattu rataseläin ja 1 µM fluoksetiiniannos; (D, d): DiI leimattu rataseläin 
ja 3 µM fluoksetiiniannos; (E, e): DiI leimattu rataseläin ja 1 µM sibutramiiniannos; (F, 
f): DiI leimattu rataseläin ja 3 µM sibutramiiniannos; (G, g): DiI leimattu rataseläin ja 1 
µM rimonabanttiannos; (H, h): DiI leimattu rataseläin ja 3 µM rimonabanttiannos. 
Kuvan oikealla puolella on esitetty fluoresenssikuvista analysoidut tulokset. 
Seeprakaloja ruokittiin kahden tunnin ajan joko leimaamattomilla tai DiI leimatuilla 
rataseläimillä 6-kuoppalevyllä. Lääkeainekäsittely aloitettiin 24 tuntia ennen 
ruokintakokeen alkua. Leimaamaton rataseläin n=31, DiI leimattu rataseläin n=38, 
fluoksetiini 1 μM n=34, fluoksetiini 3 μM n=27, sibutramiini 1 μM n=34, sibutramiini 3 
μM n=38, rimonabantti 1 μM n=45, rimonabantti 3 μM n=48. Kaikki arvot ovat 
keskiarvo ± SEM. Fluoksetiinikäsitellyt ryhmät (1 μM ja 3 μM) sekä 
rimonabanttikäsitelty ryhmä (3μM) eroavat tilastollisesti merkitsevästi DiI leimatuilla 
rataseläimillä ruokitusta ryhmästä (Kruskall-Wallis, *** p < 0,001). 
 
 
Myös geenien roolia syömiskäyttäytymisen säätelyssä tutkittiin kehitetyn menetelmän 
avulla. Haluttujen geenien toiminta estettiin injektoimalla tiettyjä morfoliino-
oligonukleotidejä seeprakalan alkioon. MANF-MO injektoitujen seeprakalojen syömän 
ruoan määrää verrattiin injektoimattomiin sekä standardi-MO injektoituihin 
seeprakaloihin (kuva 12). MANF-MO:lla injektoitujen seeprakalojen todettiin syövän 
vähemmän kuin standardi-MO injektoidut seeprakalat (p < 0,01). 
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Kuva 12. MANF- geenin (mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor) 
toiminnan eston vaikutus syödyn ruoan määrään. MANF- tai standardi-morfoliino (MO) 
injektoitiin seeprakalan alkioon yksisoluvaiheessa. Viiden päivän ikäisiä seeprakaloja 
ruokittiin DiI leimatuilla rataseläimillä kahden tunnin ajan 6-kuoppalevyllä. 
Injektoimaton n=12, MANF-MO n=11, std-MO n=12. Kaikki arvot ovat keskiarvo ± 
SEM. MANF-morfoliino injektoitu ryhmä eroaa tilastollisesti merkitsevästi standardi-
morfoliino injektoidusta ryhmästä (yksisuuntainen varianssianalyysi, ** p < 0,01). 
 
 
8.2 Acumen -levynlukijalla analysoidut tulokset 
 
Kehitetyn menetelmän soveltuvuutta tehoseulontaan tutkittiin Acumen –levynlukijan 
avulla. Rajoitukset levynlukijan käyttämissä mittauskanavissa johtivat rataseläinten 
leima-aineen vaihtamiseen DiI:sta DiO:ksi, koska DiO:n eksitaation ja emission 
aallonpituudet soveltuivat mittaukseen DiI:ta paremmin. Rataseläinten leimaaminen 
toteutettiin kappaleessa 6 kuvatulla tavalla. Lääkeainekäsittelyn vaikutusta 
seeprakalojen syömään ruoan määrään tutkittiin kahden päivän ruokinnalla 96-
kuoppalevyllä (kuva 13A) tai kahden tunnin ajan 6-kuoppalevyllä (kuva 13B). Kahden 
päivän ruokinnalla 96-kuoppalevyllä tilastollisesti merkitseviä eroja eri ryhmien välille 
ei saatu. 6-kuoppalevyllä toteutetulla vain kahden tunnin ruokinnalla fluoksetiinia (3 
μM pitoisuus) saaneet seeprakalat söivät tilastollisesti merkitsevästi vähemmän kuin 
DiO leimatuilla rataseläimillä ruokitut seeprakalat (kontrolli) (p < 0,001). 
Sibutramiinipitoisuudella 1 μM syödyn ruoan määrä taas kasvoi tilastollisesti 
merkitsevästi (p < 0,05). 
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Kuva 13. Lääkeainekäsittelyn vaikutus syödyn ruoan määrään kuvattuna Acumen 
levynlukijalla. (A) Seeprakaloja ruokittiin DiO leimatuilla rataseläimillä kahden päivän 
ajan 96-kuoppalevyllä. Lääkeainekäsittely aloitettiin kolme tuntia ennen ruokintakokeen 
alkua. Ruokintakokeen jälkeen kalat siirrettiin eri kuoppalevylle (Packard, 
ViewPlate™-96, black frame with clear bottom) Acumen levynlukijalla tapahtuvaa 
kuvantamista varten. Leimaamaton rataseläin n=16, DiO leimattu rataseläin n=14, 
fluoksetiini 1 μM n=16, sibutramiini 1 μM n=16, rimonabantti 1 μM n=16, orlistaatti 
1μM n=12. Kaikki arvot ovat keskiarvo ± SEM. Tilastollisesti merkitseviä eroja 
ryhmien välillä ei havaittu (Kruskall-Wallis). (B) Seeprakaloja ruokittiin DiO 
leimatuilla rataseläimillä kahden tunnin ajan 6-kuoppalevyllä. Lääkeainekäsittely 
aloitettiin kolme tuntia ennen ruokintakokeen alkua. Ruokintakokeen jälkeen kalat 
siirrettiin eri kuoppalevylle (Packard, ViewPlate™-96, black frame with clear bottom) 
Acumen levynlukijalla tapahtuvaa kuvantamista varten. Leimaamaton rataseläin n=30; 
DiO leimattu rataseläin, fluoksetiini 1 μM, fluoksetiini 3 μM, sibutramiini 1 μM ja 
rimonabantti 1 μM n=32. Kaikki arvot ovat keskiarvo ± SEM. Fluoksetiini 3 μM 
(Kruskall-Wallis, *** p < 0,001) ja sibutramiini 1 μM (Kruskall-Wallis, * p < 0,05) 




Tiettyjen geenien toiminnan eston vaikutusta syödyn ruoan määrään tutkittiin myös 
Acumenilla. Galaniini-, tyrosiinihydroksylaasi- ja MANF-geenin toiminta estettiin 
morfoliino-oligonukleotidi injektiolla. Levynlukijalla analysoituna geenien toiminnan 
esto ei vaikuttanut seeprakalojen syömään ruoan määrään (kuva 14). Ainoastaan 
standardi-MO injektoidut seeprakalat erosivat tilastollisesti merkitsevästi 
injektoimattomien ryhmästä (p < 0,05). 
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Kuva 14. Galaniini, tyrosiinihydroksylaasi ja MANF- (mesencephalic astrocyte-derived 
neurotrophic factor) geenien toiminnan eston vaikutus syödyn ruoan määrään kuvattuna 
Acumen levynlukijalla. Gal-, th2- ja MANF-morfoliinot (MO) injektoitiin seeprakalan 
alkioon yksisoluvaiheessa. Viiden päivän ikäisiä seeprakaloja ruokittiin kahden tunnin 
ajan 6-kuoppalevyllä. Ruokintakokeen jälkeen kalat siirrettiin eri kuoppalevylle 
(Packard, ViewPlate™-96, black frame with clear bottom) Acumen levynlukijalla 
tapahtuvaa kuvantamista varten. Leimaamaton rataseläin n=31, injektoimaton n=32, 
galaniini-MO injektoitu n=3, th2-MO injektoitu n=25, MANF-MO injektoitu n=27, std-
MO n=32. Kaikki arvot ovat keskiarvo ± SEM. Vain standardi-morfoliino injektoitu 
ryhmä eroaa tilastollisesti merkitsevästi injektoimattomasta ryhmästä (Kruskall-Wallis, 





Tutkimuksen tavoitteena oli kehittää menetelmä seeprakalan syömän ruoan 
mittaamiseen ja syömiseen vaikuttavien lääkeaineiden tehon tutkimiseen. Seeprakalan 
syömän ruoan mittaaminen onnistuu fluoresenssia hyödyntämällä. DiI leimatut 
rataseläimet loistavat kirkkaina kolmen tunnin leimaamisen jälkeen ja fluoresenssi 
nähdään selkeästi kalan vatsasta. Kalasta tuleva taustafluoresenssi ei häiritse mittauksia, 
vaikka hieman taustaa erottuukin esimerkiksi kalan selkärangasta. Taustafluoresenssi 
otetaan kuitenkin huomioon kalan vatsan fluoresenssia laskettaessa. Tutkimuksessa ei 
määritelty tarkasti sitä, kuinka paljon rataseläimiä kaloille annettiin, vaan 
kuoppalevyille lisättiin ylimäärä rataseläimiä. Kalan vatsasta mitatusta fluoresenssista 
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voidaan siis vetää karkeita johtopäätöksiä siitä, kuinka monta rataseläintä kala on 
syönyt. Tarkan määrän selvittämiseksi seeprakaloille tulisi antaa tietty määrä 
rataseläimiä ja mitata fluoresenssi vatsasta tämän jälkeen. Näin voitaisiin selvittää 
nouseeko fluoresenssin intensiteetti lineaarisesti syödyn rataseläinmäärän kanssa. 
Rataseläinten vaihdolla kesken tutkimuksen ei todennäköisesti ole vaikutusta 
seeprakalan syömien rataseläinten määrään, sillä käytettyjen lajien koko on samaa 
luokkaa. Ainoa muutos oli veden suolaisuus, mutta myös suolaisen veden rataseläinlaji 
suodatettiin lopuksi makeaan veteen, jolloin seeprakaloille annetun veden 
suolaisuudessa ei tapahtunut muutoksia. Suolaisen veden rataseläinten arvioitiin 
selviävän myös makeassa vedessä sen ajan, kun seeprakalat niitä saalistivat. 
 
Seeprakalojen syöttö onnistui kaikilla tutkituilla kuoppalevyillä (6-, 24-, 48- ja 96-
kuoppalevy). Seeprakalojen syömä ruoan määrä pysyi samana tai kasvoi, kun 
kuoppalevyn kuoppien kokoa pienennettiin. 96-kuoppalevyllä seeprakalalla on 
kokoonsa nähden vähän tilaa liikkua, eikä normaalin saalistuskäyttäytymisen 
toteutumisesta ole varmuutta. Kalojen liikeaktiivisuus nousee kuitenkin selvästi, kun 
rataseläimet lisätään kuoppalevylle. Kalat reagoivat siis liikkuviin rataseläimiin ja 
saalistavat niitä. Seeprakalat liikkuvat luonnossa parvissa, joten niiden keskinäinen 
hierarkia voi vaikuttaa saalistuskäyttäytymiseen (Grant ja Kramer 1992). Kun 
seeprakala on eristetty muista lajitovereista, voi sen syömä ruokamäärä olla suurempi 
kuin muiden kalojen seurassa. 96- ja 48-kuoppalevyllä seeprakalat olivat kuopissa 
yksittäin, kun taas 6- ja 24-kuoppalevyillä kaloja oli kuopissa enemmän. Voidaan 
kuitenkin pohtia, onko viiden päivän ikäisillä seeprakaloilla hierarkiaa keskenään. Kalat 
aloittavat syömisen juuri viiden päivän ikäisenä ja hierarkian kehittyminen vaatii 
todennäköisesti pidemmän ajanjakson. Normaalin saalistuskäyttäytymisen 
varmistamiseksi seeprakalan poikaset voitaisiin myös opettaa syömään rataseläimiä 
viiden päivän ikäisinä. Varsinainen tutkimus tehtäisiin tässä tapauksessa kuuden päivän 
ikäisillä kaloilla, jolloin varmistuttaisiin siitä, että kalat mieltävät rataseläimet ruoaksi ja 
osaavat saalistaa niitä. 
 
Ruokintakokeen keston suhteen tehtiin paljon optimointia. Kokeilimme aluksi 
vähintään yhden päivän (noin 24 tuntia) tai enintään neljän päivän (noin 96 tuntia) 
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ruokintaa. Koska kalan vatsasta havaitun fluoresenssin intensiteetin todettiin kasvavan 
tilastollisesti merkitsevästi ruokinnan kestoa pidentämällä, oletimme yhden tai kahden 
päivän ruokinnan olevan kestoltaan optimaalinen. Kahden päivän ruokinnalla ero 
fluoksetiinikäsittelyn ja kontrollin välillä olikin tilastollisesti merkitsevä. Kun 
ruokinnan kestoa lyhennettiin edelleen vain kahteen tuntiin, erot ryhmien välillä olivat 
selkeämmin havaittavissa. Kahden tunnin ruokinnan todettiin siis olevan optimaalisin 
vaihtoehto. Pidemmällä ruokinnalla yksilöiden väliset erot korostuvat ja ryhmien 
sisäiset hajonnat kasvavat, joka vaikeuttaa tulosten analysointia. 
 
Fluoresenssin arvot vaihtelevat huomattavan paljon mittauksen mukaan. Esimerkiksi 
vain kahden tunnin ruokinnalla fluoresenssin intensiteetti DiI ruokituilla kaloilla on 
samansuuruinen kuin kahden päivän ruokinnalla. Rataseläinten fluoresenssi voi 
vaihdella leimauskertojen mukaan, mutta koska leimausaika on suhteellisen pitkä 
(kolme tuntia) ja DiI:n konsentraatio jokaisella leimauskerralla sama (1 μl/ml), 
rataseläinten tulisi fluoresoida yhtä paljon. Shimada työryhmineen (2012) tutki miten 
fluoresenssin intensiteetti vaihtelee 1-4 tunnin kuluessa ruokinnan aloittamisesta. 
Fluoresenssin intensiteetin todettiin olevan korkeimmillaan tunnin jälkeen ruokinnan 
aloittamisesta ja fluoresenssin intensiteetti väheni selvästi ajan kuluessa. On siis 
todennäköistä, että seeprakalan ruoansulatusjärjestelmä ehtii poistaa osan syödystä 
ruoasta. Pidemmillä ajanjaksoilla DiI todennäköisesti kumuloituu kalaan, sillä kolmen 
ja neljän päivän ruokinnalla fluoresenssin arvo on suurempi kuin kahden päivän 
ruokinnalla. Usean päivän ruokinta ei siis välttämättä kerro syödyn ruoan määrää 
luotettavasti. 
 
Kuten tuloksista voidaan todeta, kehitetty menetelmä soveltuu syömiseen vaikuttavien 
lääkeaineiden tehon tutkimukseen. Fluoksetiinikäsittely vähensi seeprakalojen syömistä 
tilastollisesti merkitsevästi sekä 1 μM että 3 μM pitoisuuksilla. Serotoniinin 
transportterigeenit on löydetty seeprakalalta, joten voidaan olettaa, että fluoksetiini 
vaikuttaa juuri serotoniinin pitoisuuksiin myös seeprakalalla (Wang ym. 2006). Myös 
rimonabantti vähensi syödyn ruoan määrää, mutta vain suuremmalla pitoisuudella (3 
μM). Sibutramiinin ei todettu vaikuttavan syödyn ruoan määrään ainakaan vähentävästi. 
Sekä fluoresenssimikroskoopilla että Acumen -levynlukijalla analysoitujen tulosten 
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perusteella voidaan jopa todeta, että sibutramiini lisää syödyn ruoan määrää 
seeprakalalla. Tämä on ristiriidassa aikaisemmin julkaistussa tutkimuksessa saatujen 
tulosten kanssa (Shimada ym. 2012). Shimadan työryhmineen (2012) tekemässä 
tutkimuksessa fluoksetiini vähensi syödyn ruoan määrää kolmella konsentraatiolla (1, 
3,3 ja 10 μM) ja sibutramiini kahdella suurimmalla konsentraatiolla (3,3 ja 10 μM). 
Rimonabantti vähensi syödyn ruoan määrää 0,3 μM ja 1 μM konsentraatioilla. Suurin 
sibutramiinin annos lisäsi serotoniinireseptorien ilmentymistä seeprakalalla, joten 
sibutramiinin oletettiin aktivoivan serotonergisiä hermoratoja. Vertailtavina olevissa 
tutkimuksissa käytettyjen seeprakalojen erilainen geneettinen tausta voi vaikuttaa 
havaittuihin eroavaisuuksiin. Tässä tutkimuksessa käytettiin wt turku kantaa, joka on eri 
kuin Shimadan työryhmineen (2012) tekemän tutkimuksen AB kanta. 
 
Ruokahalua vähentävät lääkeaineet voivat aiheuttaa sivuvaikutuksena muun muassa 
masennusta tai ahdistuneisuutta, joka voi heijastua eläinmalleissa eläimen 
lokomotoriikkaan (Bray ym. 1996). Esimerkiksi serotonergisen stimulaation on todettu 
vähentävän seeprakalojen lokomotorista aktiivisuutta (Airhart ym. 2007). 
Lääkeaineiden syömistä vähentävän vaikutuksen taustalla voi olla siis myös liikkumisen 
rajoittuminen, jolloin saatu tulos ei ilmennä tutkittua vaikutusta. Jotta lääkeaineiden 
vaikutuksen spesifisyydestä voidaan varmistua, tulisi kalojen lokomotorinen aktiivisuus 
mitata. Tutkittujen lääkeaineiden osalta liikeaktiivisuusmittauksia on toteutettu 
aikaisemmissa tutkimuksissa (Shimada ym. 2012). Shimadan työryhmineen (2012) 
tekemässä tutkimuksessa fluoksetiinin ja sibutramiinin ei havaittu vaikuttavan 
seeprakalan liikeaktiivisuuteen. Rimonabantti sen sijaan vähensi seeprakalan 
liikkumista 0,3 μM ja 1 μM annoksilla. Rimonabantin syömistä vähentävä vaikutus voi 
siis johtua kalan liikeaktiivisuuden vähenemisestä eikä ruokahalua vähentävästä 
vaikutuksesta. 
 
Levynlukijalla tapahtuvaa tulosten analysointia ei tässä tutkimuksessa voida hyödyntää, 
sillä eroja ryhmien välille ei saatu lukuisista yrityksistä huolimatta. Soluleimaliuoksen 
vaihtaminen voi vaikuttaa analysoinnin epäonnistumiseen, sillä vaikka DiO sopii 
Acumen levynlukijan mittauskanaville DiI:ta paremmin, on taustafluoresenssin määrä 
DiO:lla huomattavasti suurempi kuin DiI:lla. Levynlukijalla tehdyssä analyysissä myös 
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leimaamattomia rataseläimiä syöneiden kalojen fluoresenssi on suhteellisen korkea, 
verrattuna esimerkiksi mikroskoopilla otettuihin kuviin. Voidaan siis olettaa, ettei kalan 
vatsasta tuleva fluoresenssi ylitä kalan muista osista tulevaa fluoresenssia. Esimerkiksi 
kalan selkäranka ja silmät näkyvät kirkkaana vihreän valon aallonpituudella. 
Acumenilla saadut mittausarvot eivät myöskään olleet normaalisti jakautuneet. 
Joissakin mittauksissa huomattavan suuri osa arvoista saavutti maksimin, eikä näin 
ollen eroja yksilöiden tai ryhmien välille saatu. 
 
Geenien vaikutusta seeprakalojen syömiskäyttäytymiseen tutkittiin MANF-, th2- ja 
galaniinigeenin osalta. Mikroskoopilla otetuista kuvista lasketuista tuloksista päätellen 
MANF mahdollisesti vähentää syödyn ruoan määrää. Ero standardi-MO ja MANF-MO 
ryhmien välillä oli tilastollisesti merkittävä kahden tunnin ruokinnalla 6-kuoppalevyllä. 
Injektoimattomaan ryhmään verrattuna ero ei ollut tilastollisesti merkittävä. Standardi-
MO on kontrolli, jonka ei tulisi vaikuttaa seeprakalan syömän ruoan määrään. 
Injektiolla saattaa kuitenkin olla jonkinlaisia vaikutuksia syömiskäyttäytymiseen, sillä 
standardi-MO injektoidut kalat näyttävät syövän hieman enemmän kuin 
injektoimattomat kalat. Tuloksia ei ehditty toistaa, joten geenin toiminnan eston 
vaikutuksesta ei ole täyttä varmuutta. MANF-, th2- ja galaniini-MO injektion 
vaikutuksia seeprakalan syömän ruoan määrään tutkittiin myös Acumen levynlukijalla. 
MANF- ja th2-geenin toiminnan esto ei vaikuttanut seeprakalan syömään 
ruokamäärään. Galaniini-MO ryhmästä pystyimme analysoimaan tulokset vain 
kolmesta kalasta, joten johtopäätöksiä tämän geenin toiminnan estosta seeprakalan 
syömään ruokamäärään ei voida tehdä. Galaniini-geenin toiminnan esto aiheutti 
seeprakalan kehitykseen vakavia häiriöitä, joiden takia kalat kuolivat kolmanteen 
päivään mennessä. Aikaisemmin tehdyssä tutkimuksessa kehityksen ei ole havaittu 
häiriintyneen (Podlasz ym. 2012). MANF- ja th2-geenien toiminnan eston vaikutuksia 
seeprakalojen liikeaktiivisuuteen on tutkittu aikaisemmin eikä niiden ole havaittu 
vaikuttavan seeprakalan lokomotoriikkaan (Chen Y-C, henkilökohtainen tiedonanto 
9.12.2013).  
 
MANF:n on todettu suojelevan keskushermostossa dopaminergisiä hermosoluja 
vaurioilta ja hermosolujen ulkopuolella soluja ER-stressiä ja apoptoosia vastaan 
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(Apostolou ym. 2008; Voutilainen ym. 2009; Hellman ym. 2011). ER-stressi on 
yhdistetty lihavuuteen, insuliiniresistenssiin ja tyypin 2 diabetekseen hiirillä (Özcan ym. 
2004). Lihavuus lisää ER-stressiä maksassa, joka vähentää insuliinin signalointia ja 
lisää mahdollisesti myös haiman beetasolujen apoptoosia (Eizirik ym. 2008). ER-
stressin vaikutuksia tyypin 2 diabeteksen kehittymisessä on tutkittu paljon, mutta 
tutkimuksia vaikutuksista syödyn ruoan määrän ei ole. Lisätutkimuksia MANF:n 
vaikutuksista ruokahaluun tarvitaan siis vielä. MANF-MO injektion on todettu 
vähentävän dopamiinin määrää ja tyrosiinihydroksylaasin ilmentymistä seeprakalalla 
(Chen ym. 2012). Tyrosiinihydroksylaasigeenin toiminnan esto vähentää dopamiinin 
määrää, jolla voi olla vaikutuksia esimerkiksi ruoan palkitsevaan vaikutukseen. 
Galaniinilla on selkeästi havaittava vaikutus ruokahalun säätelyyn kaloilla. 
Kultakaloilla galaniini stimuloi ruoan kulutusta ja vaikutukset voivat olla 
samansuuntaisia myös seeprakalalla (De Pedro ym. 1995). 
 
Morfoliinojen vaikutuksen kesto riippuu kohdegeenin lähetti-RNA:n transkriptiosta ja 
translaatiosta sekä injektoidusta annoksesta. Käytettyjen morfoliinoannosten on 
aikaisemmin todettu estävän geenien toimintaa viiden päivän ajan (Chen ym. 2012; 
Podlasz ym. 2012). Galaniinin osalta seitsemännen päivän kohdalla heikko signaali oli 
havaittavissa. Voidaan siis olettaa, että geenien toiminta on estynyt viiden päivän ajan. 
Morfoliino-oligonukleotidi injektioita hyödyntämällä geenien vaikutusta vanhemmilla 
kuin viiden päivän ikäisillä kaloilla ei voida tutkia, koska morfoliinojen vaikutuksen 
kestosta ei ole varmuutta. Jos syömiskäyttäytymistä kuitenkin haluaisi tutkia 
vanhemmilla kaloilla, voisi tutkimuksessa käyttää tietyn geenin suhteen poistogeenisiä 
kaloja. 
 
Viiden päivän ikäiset seeprakalat eivät ole kehittyneet kaikilta osin vielä aikuista kalaa 
vastaaviksi. Seeprakalan poikasella ensimmäisten päivien ravinnonlähteenä toimii 
ruskuaispussi, jonka koko pienenee sitä mukaa, kun kala kasvaa (Kamler 2008). Viiden 
päivän ikäisillä kaloilla ruskuaispussia on vielä hieman jäljellä, mikä saattaa vaikuttaa 
niiden syömän ruoan määrään. Ruskuaispussi häviää yleensä kahdeksanteen päivään 
mennessä, mutta häviämisnopeudessa on eroja yksilöiden välillä, mikä saattaa edelleen 
vaikuttaa tutkimuksessa määritettyyn syödyn ruoan määrään. Viiden päivän ikäisen 
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kalan ruoansulatuskanava on kokonaan kehittynyt (Wallace ym. 2003). Ruokahaluun 
vaikuttavia neuropeptidejä ja välittäjäaineita on havaittu jo nuorelta seeprakalalta, joten 
voidaan olettaa, että ruokahalua säätelevä järjestelmä kehittyy seeprakalalla nopeasti 
(Song ym. 2003; Mukherjee ym. 2012). Viiden päivän ikäiset seeprakalat sopivat 
tehoseulontaan juuri niiden pienen koon ja läpinäkyvyyden takia. Vanhemmat kalat 
vaativat paljon enemmän tilaa eivätkä ole läpinäkyviä. Toisaalta pigmenttiä 
sisältämättömillä Casper -kaloilla syödyn ruoan määrää voisi tutkia myös vanhemmilla 
kaloilla (White ym. 2008). 
 
Lääkevaikutuksen kestoa vaihdeltiin kolmesta tunnista 24 tuntiin. Jo kolmen tunnin 
fluoksetiinikäsittely vähensi syödyn ruoan määrää tilastollisesti merkittävästi. 24 tunnin 
lääkeainekäsittelyllä myös rimonabantin todettiin vähentävän ruoan määrää, kun 
ruokinta-aika oli kaksi tuntia. Lääkeaineen vaikutuksen maksimoimiseksi käsittelyn 
kestoa pidennettiin 24 tuntiin. Kehitetyssä menetelmässä lääkeaineet lisättiin suoraan 
kuoppalevyillä olevaan veteen niin, että lopullinen lääkeainekonsentraatio oli haluttu. 
Vedestä lääkeaineet siirtyvät kalaan absorption avulla eikä erillisiä injektioita tarvita 
(Peal ym. 2010). 
 
Sokkouttamisen puuttuminen saattaa vaikuttaa tulosten analysointiin ja sitä kautta 
tuloksiin. Tulosten luku levynlukijalla minimoisi tämän vaikutuksen, mutta koska 
levynlukija ei soveltunut luotettavaan analyysiin, tämän vaikutuksen suuruutta ei voida 
varmistaa. Tutkimuksen toistaminen sokkoutettuna varmistaisi myös tulosten 
luotettavuuden. Myös ryhmien vaihteleva koko saattaa vaikuttaa tulosten 
luotettavuuteen. Optimoimalla kalojen lukumäärä jokaisessa ryhmässä, tulosten 
luotettavuus voisi parantua. 
 
Menetelmää kehitettäessä tarkoitus oli toteuttaa sekä ruokinta että kuvantaminen 
samalla kuoppalevyllä, jolloin työvaiheita olisi mahdollisimman vähän, lääkeaineiden 
kulutus olisi mahdollisimman vähäistä ja menetelmä soveltuisi tehoseulontaan. Tähän 
tarkoitukseen vain 96-kuoppalevy olisi ollut käyttökelpoinen. Seulottavien uusien 
molekyylien korkean hinnan vuoksi lääkeaineiden kulutuksen minimointi tuli ottaa 
huomioon. Koska seeprakalat päätettiin lopettaa eikä vain nukuttaa kuvauksen ajaksi, 
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kaikkien vaiheiden toteuttaminen samalla levyllä ei onnistunut. 6-kuoppalevyllä kalat 
näyttivät selviävän paremmin kuin 96-kuoppalevyllä. Tämän takia osa ruokintakokeista 
toteutettiin 6-kuoppalevyllä, sillä sen ei arveltu vaikuttavan tuloksiin negatiivisesti. 
Menetelmää ei siis voida hyödyntää suoraan tehoseulontaan. Tehoseulonnan 
mahdollisuutta voitaisiin tutkia vielä toteuttamalla kahden tunnin syöttö 96-
kuoppalevyllä. Jos tulokset olisivat samansuuntaisia kuin 6-kuoppalevyllä, menetelmää 
voisi mahdollisesti hyödyntää tehoseulonnassa, olettaen, että voisimme käyttää 
uudenlaista levynlukijaa ja DiI leimattuja rataseläimiä. 
 
Seeprakalalla ruokahalun säätelyyn osallistuvat samat neuropeptidit ja 
säätelyjärjestelmät kuin ihmisilläkin. Esimerkiksi fluoksetiini vähentää 
annosriippuvaisesti neuropeptidi Y:n määrää seeprakalan aivoissa ja AgRP:n 
yliekspressio aiheuttaa lihavuutta myös seeprakaloilla (Song ja Cone 2007; Shimada 
ym. 2012). Voidaan siis todeta, että ruokahalua säätelevät järjestelmät ovat hyvin 
samankaltaisia selkärankaisten keskuudessa ja, että seeprakala selkärankaisena koe-
eläimenä soveltuu syömiseen vaikuttavien lääkeaineiden tehon tutkimiseen. 
 
 
10 YHTEENVETO JA JOHTOPÄÄTÖKSET 
 
Kehitetyn menetelmän avulla voidaan määrittää seeprakalan syömä ruokamäärä 
hyödyntämällä fluoresoivia rataseläimiä kalanruokana. Syödyn ruoan määrittäminen 
tarkasti ei ole mahdollista, mutta karkean arvion esittäminen syötyjen rataseläinten 
määrästä on mahdollista vertaamalla tuloksia korrelaatioon rataseläinten lukumäärän ja 
fluoresenssin välillä. Myös syömiseen vaikuttavien lääkeaineiden tehoa on mahdollista 
tutkia kehitetyn menetelmän avulla. Tutkimuksessa fluoksetiinin ja rimonabantin 
todettiin vähentävän seeprakalan syömän ruoan määrää. Yllättäen sibutramiini ei 
vaikuttanut seeprakalan syömään ruokamäärään, vaikka aikaisemmin julkaistussa 
tutkimuksessa sibutramiini vähensi seeprakalan syömän ruoan määrää tilastollisesti 
merkitsevästi. Geenien osallisuutta ruokahalun säätelyssä on mahdollista tutkia 
menetelmän avulla, kun hyödynnetään morfoliino-oligonukleotidejä geenien toiminnan 
osittaisessa estossa. MANF tai th2- geenin toiminnan esto ei vaikuttanut seeprakalan 
  65 
syömään ruokamäärään. Galaniinigeenin osalta luotettavia johtopäätöksiä ei voida 
tehdä.  
 
Kehitetty menetelmä ei nykyisellään sovellu lääkeaineiden tehoseulontaan, sillä tulosten 
tarkastelu tulisi tehdä automatisoidulla systeemillä, joka mahdollistaisi nopean ja 
tehokkaan tulosten analysoinnin suurestakin aineistosta. Optimoimalla sekä ruokinnan 
että lääkeainekäsittelyn kesto ja hyödyntämällä levynlukijaa, on menetelmän 
hyödyntäminen tehoseulonnassa tulevaisuudessa mahdollista. Tätä tarkoitusta varten 
tarvittaisiin lisätutkimuksia ruokinnan toteuttamisesta 96-kuoppalevyllä ja levynlukijan 
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